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FREIRIA, G. A. Diversidade genética da abelha Eufriesea violacea
(Hymenoptera, Apidae, Euglossini). 2011. 80f. Dissertagdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, PR.
2011.

RESUMO

Neste estudo seis ‘populagdes’ de Eufriesea violacea tiveram sua diversidade e
estrutura genéticas estimadas, por meio de marcadores microssatélites e
mitocondriais obtidos por PCR-RFLP. As coletas dos machos destas abelhas foram
realizadas em remanescentes de Mata Atlantica localizados nos estados do Parana
(PR1, PR2 e PR3), Sdo Paulo (SP1), Santa Catarina (SC1) e Rio Grande do Sul
(RS1). As analises de microssatélites envolveram a amplificagdo de seis locos, que
revelaram uma heterozigozidade média total esperada de 0,735, indicando uma alta
diversidade genética para as amostras analisadas. A analise da variancia molecular
(AMOVA) revelou uma baixa diferenciagao genética entre as areas (®st = 0,04465),
assim como a analise de estruturacdo genética via estatistica bayesiana. De modo
diverso, as estimativas de Dgst indicaram diferenciagdo genética entre algumas
localidades: PR1-SP1 (Dest = 0,168); PR2-PR3 (Dgst = 0,227); PR3-SP1 (Dgst =
0,315). A frequéncia de machos diploides encontrada foi de 3,08%. Os marcadores
mitocondriais foram obtidos com base na amplificagcdo de um segmento, de 400 pb,
da regido 16S do DNAmt e restricdo com duas endonucleases (Dral e Asel). Foram
encontrados quatro haplétipos compostos distintos (AB, BA, BC e AD). No
remanescente PR1 foi observada a presenca de dois haplétipos, ambos em
frequéncias elevadas e nao muito distintas (BC: 57,5%; AD: 42,5%). Nos fragmentos
PR2 e SC1 houve a dominédncia dos hapldtipos, AB (97,5%) e BC (2,5%),
respectivamente. Os haplétipos BA (2,5%) e AD (2,5%) foram encontrados em
menor frequéncia nos fragmentos PR2 e SC1, respectivamente. Nos remanescentes
PR3, SP1 e RS1 apenas um haplétipo foi encontrado, respectivamente, AB, AB e
BA. A analise da variancia molecular (AMOVA) indicou forte diferenciagdo genética
(®st = 0,82112) entre as amostras dos remanescentes estudados. A analise, com
base nestes marcadores mitocondriais, entre os pares de amostras dos seis
fragmentos florestais sugere a existéncia de trés grupos, assim constituidos: um
agrupamento formado por abelhas dos fragmentos PR2, PR3 e SP1, outro
agrupamento reunindo as amostras das areas PR1 e SC1 e, o fragmento SC1
aparecendo isoladamente. O mesmo agrupamento foi evidenciado pela analise
bayesiana. A discordancia entre as analises refor¢a a ideia que as diferentes taxas
evolutivas do genoma mitocondrial e locos de microssatélites, podem fornecer
informacdes diferentes, as quais devem ser consideradas e analisadas com cuidado
na tentativa de conhecer melhor a estruturagado genética das populagdes.

Palavras-chave: Eufriesea violacea. Marcadores microssatélites. DNAmt. PCR-
RFLP. Estrutura e diversidade genética. Macho-diploide.



FREIRIA, G. A. Genetic diversity of the orchid bee Eufriesea violacea
(Hymenoptera, Apidae, Euglossini). 2011. 80f. Master Dissertation in Genetics and
Molecular Biology. Universidade Estadual de Londrina, PR. 2011.

ABSTRACT

In this study six 'populations' of Eufriesea violacea had their genetic structure and
diversity estimated using microsatellite markers and mitochondrial obtained by PCR-
RFLP. The samplings of male bees were carried out in Atlantic Forest remnants
located in the states of Parana (PR1, PR2, and PR3), Sdo Paulo (SP1), Santa
Catarina (SC1) and Rio Grande do Sul (RS1). The microsatellite markers involved
amplification of six loci, which showed an average total expected heterozygosity of
0.735, indicating a high genetic diversity for the samples. Analysis of molecular
variance (AMOVA) revealed a low genetic differentiation between areas (®st =
0.04465), as well as analysis of genetic structure via bayesian statistics. Otherwise,
the estimates of Dest indicated genetic differentiation between some localities: PR1-
SP1 (Dest = 0.168); PR2 to PR3 (Dest = 0.227), PR3-SP1 (Dest = 0.315). The
frequency of diploid males found was 3.08%. Mitochondrial markers were obtained
through the amplification and restriction (with Dral and Asel) on a 16S-mtDNA gene
segment of 400-bp size. Four distinct compounds haplotypes (AB, BA, BC and AD)
were found. In the remnant PR1 was observed the presence of two haplotypes, both
found in high and not very different frequencies (BC: 57.5%, AD: 42.5%). In the
fragments PR2 and SC1 was the dominance of haplotypes, AB (97.5%) and BC
(2.5%), respectively. Haplotypes BA (2.5%) and AD (2.5%) were found less
frequently in fragments PR2 and SCH1, respectively. In the remaining PR3, SP1 and
RS1 only one haplotype per area was found, as follows: AB, AB and BA,
respectively. Analysis of molecular variance (AMOVA) indicated high genetic
differentiation (®sr = 0.82112) between samples from six forest fragments. The
analysis, based on these mitochondrial markers, between pairs of samples these
fragments suggests the existence of three groups of bees, as follows: a group formed
by individuals from fragments PR2, PR3 and SP1; another group clustering bees
from PR1 and SC1 areas and, a sample from SC1 area appearing separately. This
same group was evidenced by Bayesian analysis. The disagreement between the
analysis between nuclear and mMmtDNA reinforces that the idea of different
evolutionary rates of mitochondrial genome and microsatellite loci may provide
different information, which should be carefully considered and analyzed in an
attempt to better understand the genetic structure of populations.

Keywords: Eufriesea violacea. Microsatellite markers. MIDNA. PCR-RFLP. Genetic
structure and diversity. Diploid male.
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1 INTRODUGAO

A tribo Euglossini € um grupo de abelhas restrito a regido neotropical
e difere em varios aspectos de sua biologia dos demais Apoidea. Esta tribo esta
inserida dentro do grupo de abelhas corbiculadas, juntamente com Apini, Bombini e
Meliponini, sendo todas elas pertencentes a familia Apidae (MICHENER, 2000).
Contudo, varias s&o as caracteristicas que diferenciam as abelhas Euglossini dos
demais Apidae corbiculados, entre estas merecem destaque: o comportamento
peculiar dos machos de coletar fragrancias, a presenca de uma lingua bastante
longa, o tegumento frequentemente metalico e os diferentes niveis de organizag&o
social do grupo (DRESSLER, 1982; ROUBIK; HANSON, 2004).

Desde meados de 1960, quando Dodson et al. (1969) mostraram
que os machos destas abelhas poderiam ser atraidos por esséncias quimicas, o
conhecimento sobre o grupo aumentou significativamente. Contudo, ainda existem
muitas lacunas no conhecimento da biologia destas abelhas, também conhecidas
por “abelhas das orquideas” (DRESSLER, 1982).

Sem duvida alguma, uma das principais lacunas é a falta de
informacgdes sobre a diversidade genética das populagdes das mais de 200 espécies
que compdem a tribo. E sabido que as abelhas e outros himendpteros exibem
naturalmente uma variagado genética inferior a de outros grupos de insetos, o que
esta relacionado com o sistema haplodiploide de determinacado sexual (PAMILLO;
VARVIO-AHO; PEKKARINEN, 1978; BERKEIHAMER, 1982; SHOEMAKER,;
COSTA; ROSS, 1992; PACKER; OWEN, 2001). Mesmo assim a conservagao
genética das abelhas tem recebido pouca atencdo da comunidade cientifica
(ZAYED; PACKER, 2005).

Esta menor variabilidade genética, naturalmente presente nas
abelhas, aliada ao fato de alguns estudos apontarem os Euglossini como sensiveis a
fragmentacao florestal e a outras formas de interferéncia antrépica (BROSI, 2009;
GIANGARELLI et al., 2009) tornam os estudos sobre diversidade e estrutura

genética em Euglossini necessarios e relevantes.
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Um grupo de marcadores considerados muito informativos para
estimativas de diversidade e estrutura genética sdo os microssatélites. Devido a
caracteristicas como, alto polimorfismo e abundancia no genoma (HILLIS, et al.
1996; AVISE, 2004).

Existem também poucos estudos filogeograficos envolvendo
Euglossini, mesmo sendo estes estudos muito importantes, pois fornecem dados
para o entendimento de padrdes evolutivos e sobre a historia de diversificagdo das
espécies (AVISE, 2000). Os estudos filogeograficos baseados em ferramentas
moleculares sédo praticamente inexistentes na tribo Euglossini. As Unicas excegodes
sdo os trabalhos de Dick et al. (2004), no qual foram realizadas inferéncias
filogeograficas de 14 espécies da tribo por meio do sequenciamento de um gene
mitocondrial e, de Ramirez et al. (2010), baseado no sequenciamento de quatro
locos do genoma de mais de 100 espécies de Euglossini, que permitiu inferéncias
sobre a diversificagdo da tribo. Neste contexto, mais estudos se fazem necessarios,
pois os padrdes de distribuigdo de muitas espécies de Euglossini sdo ainda pouco
compreendidos.

Os marcadores mitocondriais tém se mostrado bastante promissores
aos estudos filogeograficos, fato que esta intimamente relacionado com algumas
caracteristicas do DNAmt: heranga exclusivamente materna (na maioria dos grupos),
auséncia de recombinacdo e sistema de reparo ineficiente que permite grande
polimorfismo intraespecifico (AVISE et al., 2004). O conjunto diversificado de
técnicas disponiveis e aplicaveis ao estudo do genoma mitocondrial, constitui outro
atrativo para analises genéticas envolvendo esta molécula.

Neste estudo, marcadores microssatélites e mitocondriais (PCR-
RFLP) foram empregados na analise de populagdes da espécie Eufriesea violacea
de quatro estados brasileiros — Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Séao
Paulo — os quais abrangem uma porgédo representativa da area de ocorréncia
geografica desta abelha, que se estende do estado do Espirito Santo a Argentina e
Paraguai, sendo a maior parte desta restrita aos dominios de Mata Atlantica. Alguns
estudos tém também apontado que Eufriesea violacea é uma espécie

aparentemente sensivel a degradacdo ambiental (SOFIA; SUZUKI, 2004,
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GIANGARELLI et al., 2009). Apesar disto, ainda sao escassas as informagdes sobre

a diversidade de suas populagdes presentes em remanescentes de Mata Atlantica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ABELHAS EUGLOSSINI

A regido Neotropical é area de ocorréncia de um grupo de abelhas
peculiar, pertencente a tribo Euglossini (KIMSEY, 1987; ROUBIK; HANSON, 2004).
Estas abelhas sao restritas a esta regido zoogeografica, provavelmente, porque se
originaram em um periodo geoldgico onde a América do Sul se encontrava isolada
dos demais continentes (REBELO, 2001). Ao todo, sdo mais de 200 espécies
descritas para esta tribo de Apidae, divididas em cinco géneros: Euglossa, Eulaema,
Eufriesea, Exaerete e Aglae (MICHENER, 2000; RAMIREZ et al., 2002). Estudos
recentes sugerem que algumas destas espécies podem ser sensiveis a
fragmentacao florestal e outras formas de degradac&o antrépica (BROSI, 2009;
GIANGARELLI et al., 2009).

Os Euglossini sdo extremamente importantes a polinizagdo na sua
area de ocorréncia, o que esta intimamente relacionado a grande capacidade de voo
que muitas espécies possuem (DRESSLER, 1968; JANZEN, 1971; ROUBIK;
HANSON, 2004). Apresentam relagdes particulares com plantas de diversas
familias, especialmente com as da familia Orchidaceae (DODSON, 1969;
WILLIAMS; WHITTEN, 1983; REBELO, 2001). Estima-se que pelo menos 650
espécies de orquideas sejam polinizadas por machos de Euglossini (ACKERMAN,
1983). A intima relagdo existente entre este grupo de abelhas e as orquideas fez
com que elas ficassem popularmente conhecidas como “as abelhas das orquideas”
(DRESSLER, 1982).

A tribo Euglossini forma junto com as tribos Apini, Bombini e
Meliponini o grupo das abelhas corbiculadas (MICHENER, 2000). Estas abelhas sao
assim conhecidas, porque as fémeas possuem uma estrutura em forma de ‘cesto’ ou
corbicula nas pernas posteriores, que serve para que elas levem recursos como
polen e resina vegetal para os ninhos. Varios aspectos diferenciam os Euglossini

dos demais Apidae corbiculados como: a presenca de uma lingua bastante longa, o
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tegumento frequentemente metalico e os diferentes niveis de organizagao social
encontrado dentro da tribo (ROUBIK; HANSON, 2004); dentre as abelhas
corbiculadas, a tribo Euglossini € o unico grupo onde o comportamento eussocial
nao é nitidamente encontrado (MICHENER, 2000); de modo diverso, dentro do
grupo de Apidae corbiculados, todos os Apini e Meliponini sdo altamente sociais, ao
passo que os Bombini séo considerados primitivamente eussociais (RAMIREZ et al.,
2002; SOUCY et al., 2003). Alguns autores, contudo, identificaram a ocorréncia de
comportamento primitivamente eussocial para algumas espécies de Euglossini
(AUGUSTO; GAROFALO, 1994, 2009, 2010; GAROFALO, 1985, 1992).

Outra peculiaridade dos Euglossini € o comportamento dos machos
de coletar fragrancias. Acredita-se que a coleta de fragrancias esteja relacionada
com atividades reprodutivas, no entanto, ndo se sabe exatamente, até o momento, o
verdadeiro papel dos compostos aromaticos nestas atividades (WILLIANS;
WHITTEN, 1983; ELTZ et al., 2007). Para coletar estes aromas, os machos escovam
a fonte com os tarsos anteriores e transferem as substancias coletadas para as
tibias posteriores que sdo modificadas para o armazenamento e metabolizagdo dos
compostos (DODSON, 1969; WILLIAMS; WHITTEN, 1983; ROUBIK; HANSON,
2004). As substancias aromaticas sao coletadas em flores de orquideas e outras
fontes florais e extraflorais (DRESSLER, 1982). Dentre as fontes de compostos
aromaticos nao-florais estdo madeiras podres, frutos em decomposic¢ao, tronco de
arvores e fezes (ACKERMAN, 1983; ELTZ et al., 2007).

Devido ao comportamento de coletar compostos aromaticos, os
machos de Euglossini s&o facilmente atraidos por terpendides e hidrocarbonetos
aromaticos sintéticos analogos aqueles presentes nas fragrancias florais
(DRESSLER, 1982; ELTZ et al., 2005, 2007). A atratividade dos machos por
compostos semelhantes aos que eles coletam nas flores permitiu que o
conhecimento sobre o grupo aumentasse significativamente (CAMERON, 2004;
ROUBIK; HANSON, 2004; NEMESIO, 2009). Contudo, ainda existem muitas lacunas

no conhecimento da biologia dos Euglossini.
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2.2 BIOGEOGRAFIA E FILOGEOGRAFIA DE EUGLOSSINI

A distribuicdo geografica das espécies esta intimamente associada
com o clima, vegetagao e competicao com espécies que ocupam nichos ecoldgicos
semelhantes. Locais para nidificacao, fontes de resina, pélen e néctar sao vitais para
a distribuicdo das abelhas. Certamente, a distribuicdo das espécies também é
influenciada por eventos geoldgicos (ROUBIK; HANSON, 2004). De acordo com
Silveira et al. (2002), embora muitos estudos tenham descrito os padrbes de
distribuicdo geografica de algumas espécies de abelhas, poucos estudos os
relacionam com eventos geologicos.

A relacao filogenética precisa dos Euglossini com as outras tribos
do grupo das abelhas corbiculadas ainda é incerta (CAMERON, 2004). Enquanto a
filogenia realizada com base na sequéncia de DNA de alguns genes sugere que a
tribo Euglossini se encontra mais relacionada a Apini (CAMERON, 2004), os estudos
morfologicos sugerem que as tribos Bombini e Euglossini sdo grupos evolutivamente
mais proximos (REBELO, 2001; CAMERON, 2004). De acordo com Cameron (2004)
estas incongruéncias, entre dados moleculares e morfolégicos, dificultam o
entendimento da origem da tribo Euglossini.

O registro fossil indica que o género Euglossa e possivelmente o
género Eufriesea existam ha pelo menos 20 milhées de anos (Oligoceno-Mioceno)
(ENGEL, 1999; ROUBIK; HANSON, 2004). Até o momento foram encontrados dois
fosseis de abelhas Euglossini. Os dois estdo preservados em ambar e foram
encontrados na Republica Dominicana. Um deles (Paleoeuglossa melissiflora) teve
sua idade estimada entre 15 e 45 milhdes de anos e foi considerado pelo seu
descritor (POINAR, 1998) como um ancestral de EulaemalEufriesea. No entanto,
Engel (1999) argumenta que este fossil pertencente ao género Eufriesea. O outro
fossil (Euglossa moronei) foi descrito por Engel (1999) e teve sua idade estimada em
20 milhdes de anos. Segundo Engel (1999) este fossil representa uma espécie
extinta do género Euglossa.

Os estudos biogeograficos, baseados em filogenia por meio de

caracteres morfoldgicos, sugerem que um possivel ancestral comum de Euglossini e
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Bombini viveu no antigo supercontinente da Pangea. A populagdo ancestral destas
abelhas provavelmente se dividiu no final do Cretaceo (inicio do Triassico) quando
este supercontinente se separou em dois blocos menores: a Laurasia ao norte e
Gondwana ao sul (REBELO, 2001).

A separagao fez com que a populagado ancestral ficasse sujeita a
pressdes seletivas diferentes nos dois novos continentes. O fato das abelhas
Euglossini serem exclusivas da regido neotropical enquanto os Bombini sao
primitivamente holoarticos, sendo abundantes em areas temperadas frias, faz com
que os pesquisadores acreditem que o grupo restrito ao sul deu origem aos
Euglossini e 0 ao norte aos Bombini (REBELO, 2001). Dos continentes que possuem
origem Gondwanica (América do Sul, Africa e Australia), os Euglossini sdo
encontrados apenas na América do Sul. Deste modo, acredita-se que o
desenvolvimento da tribo se deu no comecgo do Terciario, depois da separacéo deste
continente da Africa (REBELO, 2001). A separagdo deve ter ocorrido no Eoceno
Superior aproximadamente entre 42 e 38 milhées de anos (MOURE, 1951 apud
REBELO, 2001). Provavelmente os Euglossini ficaram restritos a América do Sul,
durante todo o periodo de isolamento deste continente, impedidos de se
dispersarem para a América do Norte porque o istmo do Panama ainda estava
aberto (REBELO, 2001).

Mais recentemente, um estudo amplo, baseado no sequenciamento
de quatro locos do genoma de mais de 100 espécies de Euglossini, permitiu
inferéncias sobre a diversificagdo da tribo (RAMIREZ et al., 2010). O estudo indica
que os eventos de diversificacdo ocorreram durante o Mioceno e o Plioceno e que
foram fortemente influenciados pela capacidade de dispersdo destas abelhas
através de barreiras geograficas. Além disto, o estudo identificou sete areas de
endemismo para os Euglossini na regido Neotropical: 1) América Central; 2) Zona
Endémica do Panama; 3) Choco; 4) Andes; 5) Amazébnia; 6) Floresta Atlantica e 7)
Corredor do Paraguai. Com a regido Amazonica exibindo a maior riqueza de
espécies e o Corredor do Paraguai a menor.

No que diz respeito aos estudos filogeograficos ainda existe muito
por se fazer, a excegao do trabalho de Dick et al. (2004) ndo existe nenhum trabalho

na literatura sobre filogeografia de espécies de Euglossini. De acordo com Avise
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(2009) os estudos filogeograficos devem buscar associagdes entre o arranjo
espacial e as linhagens genéticas. No estudo de Dick et al. (2004) foi realizada a
analise de um segmento gene Citocromo Oxidase | (COl) do DNA mt de 14 espécies
da tribo, coletadas na cordilheira dos Andes e na Bacia Amazénica. Os autores
buscaram responder a seguinte pergunta: Qual o grau de separagao evolutiva entre
as populagdes que habitam as florestas tropicais do leste e as que habitam as areas
que margeiam o oeste da regido norte da cordilheira dos Andes? (Dick et al., 2004).
O estudo revelou auséncia de separagcao evolutiva entre as abelhas que habitam
estas areas. Os autores discutem que a semelhanga encontrada pode estar
associada a origem recente (Terciario) das espécies de Euglossini e a rapidas

expansoes populacionais.

2.3 A DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DO GENERO EUFRIESEA E DA ESPECIE EUFRIESEA

VIOLACEA

Dentre os cinco géneros de Euglossini, Eufriesea é o mais
amplamente distribuido. Nos limites ao norte, os registros indicam a ocorréncia de E.
simillima em Maguarichic e Barranca Del Cobre, no México. Enquanto no extremo
oposto, ao sul, os registros indicam E. tucumana e E. chalybeata, respectivamente,
em Tucuman e Cérdoba, na Argentina (REBELO, 2001).

Contudo, as cerca de 60 espécies deste género apresentam padrdes
bem distintos de distribuigcdo, podendo ser agrupadas de acordo com seis zonas
biogeograficas: 1) Terras Baixas da América Central; 2) Zona Endémica do Panama,;
3) Corredor da Venezuela; 4) Bacia do Amazonas; 5) Terras Altas do Brasil; 6)
Corredor Paraguaio (KIMSEY, 1982). Com relagc&o a localizagao desta ultima zona
biogeografica, o Corredor do Paraguai inclui o Paraguai e regides do Brasil, Bolivia e
Argentina proximas ao Paraguai. Seis espécies tém sua distribuicdo atribuida a este
corredor: E. violacea, E. chalybeata, E. combinata, E. mariana, E. tucumana e E.

violacens (KIMSEY, 1982). Em um estudo recente, foram descritas as distribuicées
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geograficas e areas de ocorréncia na Mata Atlantica de dez espécies do género
Eufriesea. Os dados estdo dispostos na Tabela | (NEMESIO, 2009).

Tabela 1 - Distribuicdo geografica de dez espécies de Eufriesea e relagdo dos
estados brasileiros nos quais estas espécies sdo encontradas no bioma

Mata Atlantica, segundo Nemésio (2009).

Espécies

Distribuicao Geografica

Estados de ocorréncia, na Mata
Atlantica

Eufriesea auriceps

Eufriesea atlantica

Eufriesea brasilianorum

Eufriesea dentilabris

Eufriesea mussitans

Eufriesea nigrohirta

Eufriesea smaragdina

Eufriesea surinamensis

Eufriesea violacea

Eufriesea aeneiventris

Paraiba ao Paraguai
Sergipe ao Rio de janeiro, na
regido Leste do Brasil

Espirito Santo
Espirito Santo ao Parana

Amplamente distribuida pela
regido Neotropical, México ao
Sudeste do Brasil

Estado da Bahia e Minas Gerais

Espirito Santo a Santa Catarina

México ao Estado de Sao Paulo

Amplamente distribuida pelo
sudeste Brasileiro (ocorre
também em Minas Gerais e no
Mato Grosso do Sul) até o
Paraguai e a Argentina

Bahia, Minas Gerais, Espirito
Santo, Sao Paulo e Rio de
Janeiro

Paraiba, Bahia, Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo, Parana e Santa Catarina

Sergipe, Bahia, Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Espirito Santo

Espirito Santo

Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro e Parana

Pernambuco, Alagoas, Rio de
Janeiro e Sao Paulo

Bahia e Minas Gerais

Minas, Espirito Santo, Parana e
Santa Catarina

Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro e S0 Paulo

Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa
Catarina e Rio Grande do Sul

Espirito Santo, Bahia, Minas Gerais,
Sao Paulo e Rio de Janeiro

A espécie E. violacea (Figura |) tem sua ocorréncia descrita para

areas presentes no Brasil, Paraguai e Argentina (Figura Il). Estes dois ultimos paises

representam, respectivamente, os limites oeste e sul da espécie (KIMSEY, 1982). No

Brasil, a espécie ja foi encontrada nos estados do Rio Grande do Sul, Santa
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Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo
(NEMESIO, 2009) (Tabela 1). Em varios outros estados do norte e nordeste do pais,
ainda n&o ha registros de sua ocorréncia, sugerindo que E. violacea teria sua
distribuicdo mais relacionada com os estados do sul e sudeste. Deste modo, no
Brasil, os limites norte e sul da espécie parecem ser os estados do Espirito Santo e
Rio Grande do Sul, respectivamente (KIMSEY, 1982; NEMESIO, 2009).

Além de estar intimamente associada a Mata Atlantica (NEMESIO,
2009), um bioma extremamente ameacado, a espécie Eufriesea violacea foi
considerada sensivel a degradagao ambiental. Giangarelli et al. (2009), encontraram
uma correlagdo positiva entre o tamanho/integridade dos fragmentos florestais e

abundancia de machos de E. violacea.

Figura 1 - Macho (a) e fémea (b) de Eufriesea violacea.
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Figura 2 - Distribuicdo geografica de Eufriesea violacea. Estados brasileiros: RS = Rio
Grande do Sul; SC= Santa Catarina; PR= Parana; SP= S3o Paulo; RJ= Rio
de Janeiro; ES= Espirito Santo; MG= Minas Gerais; MT= Mato Grosso; GO=
Goias; BA= Bahia.

2.4 GENETICA DE ABELHAS E MACHOS DIPLOIDES

O sistema de determinagdao do sexo em abelhas é o haplodipléide.
Neste sistema, os ovos fecundados usualmente originam fémeas, ao passo que 0s
nao fecundados dao origem a machos (UNRUH; MESSING, 1993). No entanto, a
deteccdo de machos dipldides na natureza fez com que este sistema de
determinacao sexual, aparentemente muito simples, fosse revisado. Hoje é sabido
que a determinagdo sexual em abelhas esta intimamente relacionada com genes,
ndo sendo determinada por um balanco cromossdmico. E sabido que em
praticamente em todos os casos conhecidos 0 sexo € determinado por genes
(PIERCE, 2004). O que acontece é que estes genes estdo situados em
cromossomos especificos e nestes casos dizemos que a determinacdo do sexo é

cromossOmica. No entanto, ndo € o cromossomo que determina 0 sexo, mas sim 0s
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genes que ele contém. Por exemplo, no caso da espécie humana é sabido que o
gene fundamental para a determinagcao do sexo € o SRY, e que existem mulheres
com cariotipo 22, XY. Nestas mulheres o cromossomo Y n&o apresenta o gene SRY
(PIERCE, 2004).

Entretanto, o mecanismo exato de determinacao sexual das abelhas
ainda nao foi completamente elucidado. Um modelo amplamente aceito e difundido
para explicar tal determinagcédo sexual se baseia nos estudos realizados por Whiting.
De acordo com este modelo, o sexo € determinado por apenas um gene, ou seja,
um unico loco, o loco sI-CSD (do inglés single-locus complementary sex
determination). Este loco apresentaria muitos alelos, uma variedade de alelos
sexuais. Se, em um individuo dipldide, este loco estiver em homozigose ocorrera o
nascimento de um macho dipldide, caso contrario, nascera uma fémea (ZAYED;
PACKER, 2005). Outros modelos propostos por diferentes autores foram revisados
por Crozier (1977). Um destes, conhecido como o modelo do balango génico,
proposto por Cunha e Kerr (1957 apud Crozier 1977), envolve genes que
determinam caracteristicas masculinizantes (M) e feminilizantes (F), com os genes F
apresentando carater parcialmente aditivo e os M parcialmente nao aditivos. Sendo
assim, individuos dipléides (2F>M) seriam fémeas, e haploides (M>F) machos.
Segundo este modelo, um dos genes determinadores do sexo, ‘x0’, teria sofrido, ao
longo da evolugéo, uma série de mutagdes culminando na fixagdo de varios alelos
oriundos dele. Quando, em um individuo dipléide, um mesmo alelo se encontra
presente (por exemplo, xo'xo') o mesmo no teria a capacidade duplicadora do
efeito feminilizante. No entanto, quando dois alelos estdo presentes (por exemplo,
xo'x0%) eles teriam a capacidade duplicadora do efeito feminilizante. Sendo assim na
primeira situagao ocorreria 0 nascimento de machos dipléides e na segundo o de
fémeas (KERR 1957 apud KERR, 1997).

A capacidade reprodutiva dos machos diploides é quase zero, além
disso, a cada macho dipléide produzido uma fémea funcional deixa de ser
produzida. Sendo assim, tais machos podem ser considerados um custo genético a
populacdo (ZAYED et al.,, 2004; ZAYED; PACKER, 2005). Um modelo estocastico
computacional empregado por Zayed e Packer (2005) sugere que a probabilidade de

extingdo em algumas populagbes haplodipléides € aumentada na presenga de
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machos dipldides. Levando em consideragdo que o endocruzamento aumenta o
numero de homozigotos, alguns autores sugerem que populagées com maior indice
deste sistema de acasalamento apresentem mais machos diploides (UNRUH,;
MESSING, 1993; ZAYED; PACKER, 2005).

Atualmente na literatura n&o existe um consenso acerca da
frequéncia de machos dipléides em populagdes de espécies da tribo Euglossini. Um
estudo realizado no Panama (ROUBIK et al., 1996) constatou uma frequéncia
elevada (12-100%) de machos dipléides em nove espécies de Euglossini.
Corroborando com estes resultados, Zayed et al. (2004) detectaram machos
dipléides em uma frequéncia de 13-56% para a espécie Euglossa imperialis. Lopez-
Uribe et al. (2007) também encontraram altas frequéncias destes machos para cinco
espécies da tribo (8-32%). Por outro lado, um estudo realizado por Takahashi et al.
(2001) indicou uma baixa frequéncia de machos diploides (0-2%) para 14 espécies
de Euglossini. Do mesmo modo, em um estudo recente (SOUZA et al., 2010) foi
constatada uma frequéncia extremamente baixa de machos diploides (0,005%), para

27 espécies da tribo.

2.5 0 DNA MITOCONDRIAL

O DNA mitocondrial (DNAmt) animal € uma molécula de fita dupla
circular, muito conservada em termos de arranjo e composicdo de genes.
Praticamente, toda sua sequéncia de nucleotideos é codificadora, sendo
considerada uma molécula muito compacta (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001;
AVISE, 2009). O DNAmt é transmitido via materna na maioria das espécies, de
forma que n&o sofre recombinagcdo e ndo segue os padrées mendelianos de
segregacao. Possui uma alta taxa de evolugdo, devido ao seu sistema de reparo
ineficiente e a exposicdo aos radicais livres gerados durante o processo de
respiragcao (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001; AVISE, 2009).

A alta taxa de evolugdo e a heranca predominantemente materna

tornam esta molécula muito atrativa aos estudos populacionais e evolutivos (ARIAS;
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INFANTE-MALACHIAS, 2001; AVISE, 2009). Segundo Perez-Sweeney et. al. (2004)
a utilizacdo de marcadores genéticos que sao transmitidos por apenas um dos sexos
€ muito util para a sistematica molecular e para a genética de populagdes,
fornecendo dados sobre a evolugao e dispersdo dos organismos.

Atualmente esta molécula tem sido muito utilizada em estudos
filogeograficos. Em uma revisdo recente Avise (2009), um dos autores do termo
filogeografia (AVISE et al., 1987 apud AVISE, 2009), menciona que a maioria dos
estudos filogeograficos existentes na literatura sdo baseados em analises do
DNAmt. Em Euglossini, até o momento, existe apenas um estudo filogeografico
(DICK et al., 2004) e este estudo foi baseado na analise de um fragmento do
DNAmt.

2.6 A TECNICA DE PCR-RFLP

A descoberta das enzimas de restricdo, no ano de 1968, tornou
possivel o desenvolvimento da técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism ou Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricdo). A
técnica de RFLP consiste na clivagem de moléculas de DNA por enzimas de
restricdo, os fragmentos gerados sédo separados por eletroforese e visualizados na
forma de bandas. Cada banda corresponde a um grupo de moléculas do mesmo
tamanho (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001). Esta técnica é utilizada em
diversos tipos de estudos, inclusive populacionais (FRANCISCO, 2002; LOWE et al.,
2004; SUZUKI et al., 2010).

O desenvolvimento da técnica PCR (Polimerase Chain Reaction),
em 1985, aumentou muito a eficiéncia de detecgdo de polimorfismos no nivel do
DNA ou RNA (MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001). Por meio da técnica PCR,
milhdes de copias de um segmento especifico de DNA podem ser geradas in vitro.

O trabalho de Saiki (1985) foi o primeiro a utilizar a técnica de PCR
associada ao uso de enzimas de restricdo (RFLP) para detecgao de polimorfismos, a

combinagao entre estas duas técnicas foi utilizada para diagnéstico de anemia
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falciforme. A técnica de PCR-RFLP tem sido utilizada para a avaliagcdo de
diversidade e estruturacdo genética de populagdes (LOWE et al., 2004; SUZUKI,
2010). De acordo com Arias e Infante-Malachias (2001), as analises de populagdes
por PCR-RFLP com base no genoma mitocondrial tém fornecido informacdes
relevantes em estudos de estrutura populacional de diversas espécies. Alguns
estudos também tém empregado dados obtidos por estes marcadores na
investigacao de processos geologicos ocorridos no passado.

Brito e Arias (2008) utilizaram marcadores mitocondriais obtidos por
PCR-RFLP e microssatélites em estudo populacional de Partamona mulata e
Partamona helleri. Para as duas espécies, as amostras das diferentes localidades se
mostraram bastante semelhantes. No entanto, os autores encontraram apenas dois
haplétipos no caso da primeira espécie e dez no caso da segunda. As analises
demonstraram que a populagcdo de Partamona mulata provavelmente sofreu um
gargalo de garrafa ou um processo de especiagcao recente. Ja Partamona helleri
parece ser uma espécie antiga que sofreu isolamento recente, provavelmente devido
a fragmentagéo da Floresta Atlantica durante o Pleistoceno.

Francisco e Arias (2010) analisaram quatro ‘populacdes’ de Plebeia
remota presentes nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, por
meio de marcadores RFLP aplicados ao DNAmt. Os autores encontraram
diferenciagdo genética entre as abelhas das areas estudadas e alegaram que a
filopatria das fémeas e as mudancas climaticas que ocorreram no Plioceno e
Plestoceno, as quais provavelmente ocasionavam fragmentacgao florestal nas areas
estudadas, podem estar relacionadas com a diferenciagdo genética encontrada.

Em um estudo recente, a estrutura genética de seis ‘populagdes’ de
Euglossa fimbriata presentes em remanescentes de Mata Atlantica localizados no
norte do Parana foi analisada. Os autores fizeram uso de marcadores mitocondriais
obtidos por PCR-RFLP aplicados a trés genes mitocondriais: 16S, regido intergénica
Citocromo Oxidase | e Il (COI-COIl) e Cit b. As analises indicaram baixa estruturacao

genética para tais marcadores (SUZUKI et al., 2010).
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2.7 MARCADORES MICROSSATELITES

As regides microssatélites sdo sequéncias que possuem unidades
de 1 a 6 pares de base repetidas em tandem, sendo o numero de vezes que estas
unidades estdo repetidas variavel (OLIVEIRA et al.,, 2006). Os microssatélites
também podem ser chamados de sequéncias simples repetidas (SSRs) ou
repeticdes curtas em tandem (STRs) e estao dispersos pelo genoma da maioria dos
eucariotos. A taxa de mutagao dos microssatélites € mais alta do que em outras
partes do genoma, com variacdo de 102 a 10® nucleotideos por loco, por geragao.
Erros durante a recombinacao, crossing-over desigual e deslizamento da polimerase
na replicacdo ou no reparo do DNA podem explicar esta alta taxa de mutacao
(OLIVEIRA et al., 2006). Os microssatélites geralmente se estendem de vinte a
algumas centenas de pares de bases (CHISTIAKOV et al., 2006).

Os marcadores microssatélites apresentam grande abundancia pelo
genoma, alto grau de polimorfismo, heranga mendeliana simples e sdo marcadores
que possibilitam a identificagdo de hererozigotos e homozigotos (marcadores co-
dominates) (HILLIS, et al. 1996; AVISE, 2004). Devido a estas caracteristicas estes
marcadores podem ser considerados muito uteis para estudos de mapeamento
genético, estudos de DNA forense e de genética de populagdes (AVISE, 2004;
PEREZ-SWEENEY et al., 2004)

A maior dificuldade no uso de tais marcadores consiste no alto custo
de desenvolvimento de primers especificos. Entretanto, estudos mostram que pares
de primers determinados para uma espécie podem ser utilizados em outras espécies
do mesmo género ou até mesmo em espécies de géneros diferentes pertencentes a
mesma familia. Isto possibilita a reducdo de custos no desenvolvimento desta
técnica (OLIVEIRA et al., 2006).

Atualmente, na literatura existem disponiveis primers de
microssatélite para quatro espécies da tribo Euglossini: Euglossa cordata, Eulaema
nigrita (SOUZA et al., 2007), Euglossa annectans (PAXTON et al., 2009) e Eulaema
meriana (LOPEZ-URIBE et al., 2010). Estes primers se mostraram eficientes para

diversas espécies de Euglossini. Alguns oligonucleotideos desenhados para
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Euglossa cordata e Eulaema nigrita (SOUZA et al., 2007) se mostraram eficientes
para amplificagcao de locos polimoérficos da espécie Eufriesea violacea.

Devido ao fato destes primers estarem disponiveis na literatura ha
muito pouco tempo, os estudos populacionais envolvendo espécies de Euglossini
baseados em marcadores microssatélites sao esparsos. Recentemente, Cerantola et
al. (2010) analisaram a estrutura genética de onze ‘populagdes’ urbanas de
Euglossa cordata presentes no Estado de Sdo Paulo. Os autores fizeram uso de
marcadores microssatélites e isoenzimaticos. As analises indicaram auséncia de
diferenciagcdo genética entre as areas amostradas. Outro estudo populacional
baseado nos marcadores microssatélites, foi realizado com as espécies Euglossa
pleosticta e Euglossa fimbriata (ANDRADE, 2010). As analises indicaram a
existéncia de diferenciagdo genética entre populagdes coletadas, respectivamente,

em cinco e seis remanescentes de Mata Atlantica localizados no norte do Parana.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Analisar, por meio de marcadores microssatélites, a variabilidade e
estrutura genética de Eufriesea violacea de seis remanescentes de Mata Atlantica
localizados em quatro estados brasileiros: Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul.

Tragar, com base em marcadores mitocondriais obtidos por PCR-
RFLP, o perfil de haplotipico para a regido 16S do DNAmt, das ‘populacdes’ da seis

localidades estudadas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar a diversidade de alelos presentes em seis locos
microssatélites nas abelhas dos diferentes fragmentos.

e Caracterizar a diversidade de haplétipos da regido 16S do
DNAmt dos individuos coletados por meio de marcadores
mitocondriais obtidos por PCR-RFLP.

e Obter, a partir da unido dos dados destes dois marcadores
estimativas da estrutura genética de Eufriesea violacea nas areas
estudadas.

e Obter informagbes genéticas que possam subsidiar estratégias

de manejo da espécie nas areas amostradas.
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4 ARTIGO

Trabalho a ser submetido a revista Apidologie

Diversidade genética da abelha Eufriesea violacea (Hymenoptera, Apidae,

Euglossini)

Gabriele A. FREIRIA' e Silvia H. SOFIA’

Resumo

Seis ‘populacdes’ de Eufriesea violacea tiveram sua diversidade e estrutura
genéticas estimadas, por meio de marcadores microssatélites e PCR-RFLP. As
abelhas foram coletadas nos estados do Parana (PR1, PR2 e PR3), Sdo Paulo
(SP1), Santa Catarina (SC1) e Rio Grande do Sul (RS1). Para os marcadores
microssatélites a analise da variancia molecular (AMOVA) e as analises de
estruturagdo via estatistica bayesiana indicaram auséncia de diferenciagdo genética.
No entanto, as estimativas de distancia genética de Jost (Dest) sugerem a existéncia
de diferenciagdo entre trés comparativos: PR1-SP1 (Dgst=0,168); e PR2-PR3
(Des7=0,227); PR3-SP1 (Dest=0,315). As estimativas de H. indicaram alto nivel de
diversidade alélica (0,735). Com os marcadores mitocondriais obtidos por PCR-
RFLP foi encontrada alta diferenciacdo genética (®sr=0,821) entre as areas. As
analises sugerem a existéncia de trés grupos: 1) PR2-PR3-SP1; 2) PR1-SC1; 3)
SC1.

Palavras-chave: Microssatélites. PCR-RFLP. Diversidade e estrutura genética.

1 Introdugao

A importancia ecolégica e econbmica das abelhas é imensa, tanto

que seria muito dificil imaginar o mundo elas (Danforth, 2007). Estes insetos sé&o os
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principais polinizadores das angiospermas, o grupo de plantas vasculares dominante
nos ecossistemas terrestres. Elas atuam polinizando flores, tanto nas matas como
em culturas vegetais (Danforth, 2007; Kremen et al., 2007).

Atualmente existem cerca de 16.000 espécies de abelhas descritas
(Michener, 2000), separadas em diferentes taxons. Entre estes grupos esta o das
abelhas corbiculadas (Apidae corbiculados) que é formado por quatro tribos: Apini,
Bombini, Meliponini e Euglossini (Michener, 2000). A tribo Euglossini tem ocorréncia
restrita a regido Neotropical e € muito peculiar quando comparada com as outras
tribos do grupo (Roubik e Hanson, 2004). Uma das peculiaridades é o
comportamento de coleta de compostos aromaticos pelos machos. Acredita-se que
os compostos coletados, depois de metabolizados, sao utilizados pelos machos na
atracdo de fémeas (Cameron, 2004; Eltz et al., 2005, 2007). Quando se descobriu
que os machos poderiam ser atraidos por compostos aromaticos sintéticos (Dodson
et al., 1969) houve um grande aumento no numero de estudos envolvendo a tribo
Euglossini (Cameron, 2004; Roubik e Hanson, 2004; Nemeésio, 2009). Entretanto,
varios aspectos da biologia destas abelhas, popularmente conhecidas como
‘abelhas das orquideas’, ainda permanecem pouco estudados.

Sem duvida alguma, uma das principais lacunas esta na falta de
informagdes sobre a diversidade genética das mais de 200 espécies que compdem
o0 grupo. Alguns estudos recentes indicam que alguns Euglossini parecem ser
sensiveis & degradacdo ambiental (Brosi, 2009; Giangarelli et al., 2009). E sabido
que as abelhas, assim como os himenopteros como um todo, exibem naturalmente
uma variabilidade genética inferior a de outros grupos, o que esta intimamente
relacionado com o sistema de determinagdo sexual haplodiploide (Pamillo et al.,
1978; Berkeihamer, 1982; Shoemaker et al., 1992; Packer e Owen, 2001). Mesmo
assim, de acordo com Zayed e Packer (2005), a conservacdo genética destes
organismos tem recebido pouca ou nenhuma aten¢cdo da comunidade cientifica e
tem sido ignorada em decisdes sobre conservagao (Zayed e Packer, 2005). Levando
em consideracdo estes fatores, fica evidente que mais esforcos devem ser
direcionados para um melhor conhecimento da diversidade e estrutura genética

destas abelhas.
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Outra importante lacuna, diz respeito a falta de estudos
filogeograficos envolvendo estas abelhas mesmo sendo estes muito importantes,
pois fornecem dados para o entendimento de padrdes evolutivos e sobre a historia
de diversificagdo das espécies (Avise, 2000). Até o momento apenas dois estudos
abordando aspectos da filogeografia da tribo Euglossini foram desenvolvidos (Dick,
et al., 2004; Ramirez et al., 2010). Contudo, ao se considerar a diversidade de
espécies, padrdes restritos de distribuicdo e o proprio grau de endemismo dessas
abelhas, mais estudos sdo necessarios para um melhor conhecimento da tribo.

Os marcadores microssatélites sdo considerados muito informativos
para os estudos populacionais. Devido a algumas caracteristicas como: abundancia
pelo genoma e alto polimorfismo (Avise, 2004). Ja as analises baseadas no DNA
mitocondrial (DNAmt) tém se mostrado bastante informativas para estudos
filogeograficos. Fato este que esta relacionado com algumas caracteristicas
peculiares desta molécula como: heranga exclusivamente materna (para a maioria
dos grupos); auséncia de recombinagdo (com raras exce¢des); auséncia de um
sistema de reparo eficiente (Avise, 2009). O conjunto diversificado de técnicas
disponiveis e aplicaveis ao estudo do genoma mitocondrial constitui outro atrativo
para analises genéticas envolvendo esta molécula.

Neste estudo, marcadores microssatélites e mitocondriais (PCR-
RFLP) foram empregados na analise de populagdes da espécie Eufriesea violacea
de quatro estados brasileiros — Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Sao
Paulo. Essas regides abrangem uma porgao representativa da area de ocorréncia
geografica desta abelha, que se estende do estado do Espirito Santo a Argentina e
Paraguai, sendo a maior parte desta restrita aos dominios de Mata Atlantica. Alguns
estudos tém também apontado que Eufriesea violacea € uma espécie
aparentemente sensivel a degradagao ambiental (Sofia e Suzuki, 2004; Giangarelli
et al., 2009). Apesar disto, ainda sdo escassas as informacgdes sobre a diversidade
genética das populagdes destas abelhas presentes em remanescentes de Mata

Atlantica.
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2 Materiais e Métodos

2.1 AREAS DE ESTUDO

As coletas de machos de Eufriesea violacea foram realizadas em
seis remanescentes de Mata Atlantica, localizados nos estados de S&o Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

No estado do Parand, as coletas foram realizadas em trés areas
(Figura 1; Tabela 1). A primeira delas esta localizada no municipio de Santa
Terezinha de ltaipu, extremo-oeste do estado, na Fazenda Santa Maria (fragmento
PR1). Esta fazenda possui uma reserva particular com cerca de 280 ha. A formagao
florestal presente neste remanescente € de Floresta Estacional Semidecidual. Um
fato interessante € que esta fazenda faz parte do Corredor de Biodiversidade Santa
Maria (CBSM) que, inclusive, recebe este nome devido a fazenda. O corredor possui
70 km de extenséo e liga a faixa de protegao do reservatorio da hidrelétrica de Itaipu
ao Parque Nacional do Iguagu, que é considerado a maior unidade de conservagao
do sul do Brasil, com area estimada de 185.265 ha (Melo et al., 2006). O segundo
remanescente localiza-se no Parque Estadual “Mata dos Godoy” (fragmento PR2),
no municipio de Londrina (regido norte do estado). O fragmento possui cerca de 580
ha de vegetacdo nativa preservada. Esta area possui conexdao com um fragmento
maior de 2.200 ha, que se encontra fora dos limites do parque (Sofia et al., 2005). A
altitude média na regido é de 700 m e a formacgé&o vegetal encontrada € de Floresta
Estacional Semidecidual (Torezan, 2005). O ultimo fragmento do estado localiza-se
no municipio de Telémaco Borba (regido centro-leste) na Fazenda Monte Alegre
(fragmento PR3), que é propriedade da industria de papel Klabin/SA. Nesta fazenda
estdo presentes trés tipos de formacao florestal distintas, a Floresta Estacional
Semidecidual, Floresta Ombrdfila Mista e Campos Naturais. Além de possuir areas
de reflorestamento com Pinus sp., Eucalyptus sp e Araucaria angustifolia (Reis et al.,
2005). As coletas foram realizadas um fragmento de Floresta Estacional

Semidecidual com cerca 217 ha. A altitude média nesta regido € de 700 m.
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No estado de S&o Paulo, as coletas foram realizadas nas
imediagbes da Base da Escola Superior de Conservagdo Ambiental e
Sustentabilidade (ESCAS) (fragmento SP1), localizada no municipio de Nazaré
Paulista (Figura 1; Tabela 1). O fragmento amostrado possui cerca de 9 ha e
encontra-se conectado, por um pequeno trecho de plantagdo de Pinus sp., a um
fragmento de 2.800 ha. Na regido de estudo existe um mosaico de fragmentos com
estados de conservacdo e tamanhos diferentes e que estdo muitas vezes
conectados por plantacdes de Pinus sp. A formagéao florestal original é de Floresta
Ombrdfila Densa e a altitude média nestas areas é de 800 m. O municipio de Nazaré
Paulista abriga cerca de 16.000 ha de remanescentes de Mata Atlantica em uma
regidao onde existe sobreposigdo de duas areas de preservagdo ambiental (APA). A

APA Piracicaba/Juqueri Mirim e a APA Sistema Cantareira.

o
, @

Figura 1 - Localizacao geografica dos fragmentos florestais de Mata Atlantica estudados.
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Tabela 1 - Localizagao, formagao florestal, tamanho e estado de conservagao dos
locais de coleta de E. violacea.

A Municipio Tamanho e
AErefs dde Formacgao Florestal estado de
studo (coordenadas geograficas) conservagio
Santa Terezinha de Itaipu
PR1 Floresta Estacional 280
(25°25’S; 54°25’'W) Semidecidual (perturbado)
Londrina
PR2 Floresta Estacional 580 ha
(23°27’S; 51°14'W) Semidecidual (conservado)
Telémaco Borba ;
(24°05’S; 50°42’'W) (perturbado)
SP1 Nazaré Paulista FIoresItDa Ombrdfila 2809 hat
(23°14'S; 46°20'W) ensa (conservado)
RS Séo Francisco de Paula FIorestsI.OmbréfiIa pa—
(29°28'S: 50°9'W) ista (conservado)
Urussanga
SC1 Floresta Ombrofila 630 ha
(28°32'S; 49°18'W) Densa (conservado)

* Tamanho do fragmento= a soma de um fragmento menor de 9 ha com um fragmento grande de
2.800 ha, distantes 450 m entre si (conectados por uma plantagao de Pinus sp.) e considerados como
um unico fragmento. PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 =
Fazenda Monte Alegre; SP1 = imediacbes da Base da Escola Superior de Conservagao Ambiental e
Sustentabilidade (ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e Conservagcdo da Natureza Pré-Mata
(CPNP- Pro-Mata); SC1 = Estacao Experimental de Urussanga.

No Rio Grande do Sul (fragmento RS1), as coletas foram realizadas
no Centro de Pesquisas e Conservacao da Natureza Pr6-Mata (CPNP- Pré-Mata)
(Tabela 1; Figura 1). Ele se localiza no Planalto das Araucarias, no Municipio de Séao
Francisco de Paula. A area pertence a Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUCRS). A sua extensdo é de cerca de 5.000 ha, onde se

encontram duas regides fitoecoldgicas distintas com formagao vegetal do tipo
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primaria: Floresta Ombréfila Densa (1.355 ha) e Floresta Ombrdfila Mista (1.778 ha).
A area do CPNP Pré6-Mata possui também remanescentes com vegetacao florestal
do tipo secundaria (972 ha), areas de capoeira (138 ha) e campos naturais (147 ha).
A altitude média é de 912 metros. Os machos de E. violacea foram coletados no
fragmento com cerca de 1.778 ha, onde existe Floresta Ombréfila Mista (Ferreira e
Eggers, 2008; Pinheiro e Kux, 2003).

No estado de Santa Catarina, as coletas foram realizadas em uma
area florestal com aproximadamente 35 ha de floresta nativa preservada, presente
na Estacdo Experimental de Urussanga (fragmento SC1), localizada no municipio de
Urussanga (Tabela 1; Figura 1). A estacdo pertence a Empresa de Pesquisa
Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina S/A (EPAGRI). Esta area faz
parte de um fragmento maior de cerca de 630 ha. A formagéo florestal que a
compbe é de Floresta Ombrofila Densa, Submontana, que ocorre em cotas de
altitude de 30 a 400m (Essinger, 2005).

As areas de coleta de E. violacea estao separadas por distancias
geograficas consideraveis (Tabela 2). Os fragmentos PR2 e PR3, assim como os
fragmentos RS1 e SC1, sdo os que se encontram mais proximos entre si, distando
cerca de 130 km. Os fragmentos PR1 e SP1 sdo os mais distantes, estando

separados em aproximadamente 800 km.
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Tabela 2 - Distancia geografica (km) entre os seis fragmentos florestais estudados.

Fragmentos  PR1 PR2 PR3 SP1 RS1 SC1
PR1 -
PR2 400 km -
PR3 400 km 130 km -
SP1 850 km 500 km 450 km -
RS1 600 km 700 Km 600 km 800 km -
SC1 620 Km 650 km 500 Km 700 Km 130 km -

PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte Alegre; SP1
= imediagbes da Base da Escola Superior de Conservagdo Ambiental e Sustentabilidade (ESCAS); RS1 =
Centro de Pesquisas e Conservacgao da Natureza Pré-Mata (CPNP- Pré-Mata); SC1 = Estacdo Experimental
de Urussanga.

2.2 COLETAS DAS ABELHAS

A metodologia de coleta dos machos foi baseada em Sofia e Suzuki
(2004), com algumas modificagdes. Os machos foram atraidos a iscas-odores de
trés esséncias quimicas - eucaliptol, eugenol e vanilina — as quais tém se mostrado
eficientes na atracdo de machos de E. violacea (Sofia et al., 2004). Os machos
atraidos as iscas eram capturados com rede entomoldgica e acondicionados vivos
em recipientes plasticos individuais. Posteriormente as abelhas foram mantidas em

freezer, a temperatura de —20°C, até a extracdo do DNA total.

2.3 EXTRACAO DE DNA

Antes das extracdes, as abelhas foram lavadas em alcool 70% para
remogao de contaminantes, como pdlen ou fungos (Pascual et al., 2006).
Posteriormente, os machos inteiros foram picotados com auxilio de uma tesoura.

Para a extracdo do DNA total do material picotado foi realizada digestdo com SDS e
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proteinase K, seguida de purificagdo com: fenol/cloroférmio/alcool isoamilico,
conforme metodologia descrita por Sofia et al. (2005). O DNA foi ressuspendido em
100 yL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e armazenado a -20°C. A
concentragdo de DNA das amostras foi determinada em espectrofluorimetro de
microplaca (VICTOR 3 1420 Multilabel Counter, Perkin Elmer) utilizando-se o
corante Hoechst 33258 e DNA padréao (Invitrogen). Posteriormente, para o processo

de amplificagao via PCR, o DNA foi diluido para uma concentracéo de 0,5 ng.pL'1.

2.4 OBTENCAO DE MARCADORES MICROSSATELITES

O tamanho amostral para os marcadores microssatélites foi de 53
machos para o fragmento Fazenda Santa Maria e de 60 machos para os demais
fragmentos. Para obtengdo dos marcadores microsssatélites foram utilizados seis
pares de primers: EIn 12b, EIn 2J, Eln 7J, EIn 12J, Egc 18 e Egc 17, descritos por
Souza et al. (2007). Os protocolos utilizados nas reagcbes de amplificagado também
foram baseados no descrito por estes autores: 0,25 mM de dNTPs, 1,5 ou 2,0 mM
de MgCly, 1 mM de cada primer (Forward e Reverse), 1x tampéao (JVR), 1 U de
enzima DNA polimerase (Taqg JVR) e 1 ng de DNA, em um volume final de 15 pL.
As amplificagbes foram feitas em termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.) e o
protocolo de amplificagdo empregado foi: uma desnaturagao inicial a 94°C por 4 min,
seguida de 29 ciclos de 30 s a 94°C, 30s a 51 (Eln 12J), 54 (Eln 2J; EIn 12b; Eln 7J),
56 (Egc 17) ou 57°C (Egc 18) e 1 min a 72 °C; com uma extensao final de 10 min a
72°C. Os produtos da PCR foram separados por eletroforese (15,4 V. cm™) em géis
de poliacrilamida 8% em tampao TBE 1x, corados com nitrato de prata (AgNOs;),
fotografados com camera digital e analisados. Foi utilizado um marcador de peso

molecular de 10 pb (Invitrogen), para identificacao dos alelos.
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O tamanho amostral para os marcadores mitocondriais obtidos por
PCR-RFLP foi de 40 machos para cada um dos seis fragmentos estudados. As
analises de PCR-RFLP foram baseadas no protocolo de Suzuki et al. (2010). Para a
obtencdo dos marcadores mitocondriais, por PCR-RFLP, foi amplificado um
segmento da regidao 16S (DNAmt) do genoma mitocondrial. O par de primers
utilizado nas reacdées de amplificacao foi: F:5 TAGCTGCAGTATATTGAC3’ e R:5-
CGAGGTCGCAAACATCT-3'. Estes primers foram construidos por meio de
sequéncias da regido 16S das espécies E. xantha (nUmero de acesso no genbank:
AJ581091.1), E. flaviventris (AJ581090.1) e E. caerulescens (L22904.1), disponiveis
no Genbank. A construgao dos primers foi realizada com o auxilio do programa
computacional Gene Runner 3.05.

As reagdes de amplificagdo foram produzidas em um volume total de
25 L, contendo tampao de reagao 1x, 0,2 mM de dNTP, 2 mM de MgCl,, 0,5 mM de
cada primer, 1,5 U de Taq polimerase (Invitogen), 1 ng de DNA e agua ultrapura
para completar o volume da reacdo. As amplificagcdes foram feitas em termociclador
(PTC-100, MJ Research, Inc.) e o protocolo de amplificagdo empregado foi: uma
desnaturagao inicial a 94°C por 4 min, seguida de 34 ciclos de 30 s a 94°C, 30s a
60°C e 1 min a 72 °C, com uma extensao final de 4 min a 72°C.

Posteriormente, aliquotas dos produtos da PCR foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% com tampao de corrida TBE (Tris 0,89 mM, 0,89
mM de acido borico, 2 mM de EDTA, pH 8,3), diluido 1:20 (v:v). Apos a eletroforese,
os géis foram corados com brometo de etidio, visualizados e fotografados sob
transluminador de luz UV, usando-se o sistema da fotodocumentacao digital Kodak
EDAS 290. Um marcador de 100 pb (Invitrogen) também foi aplicado ao gel para a
estimativa do peso molecular dos produtos amplificados.

Para a analise de restrigdo, amostras de 2 uL dos produtos da PCR
foram submetidas a digestao simples com duas endonucleases (Dral e Asel) por um
periodo de seis horas. Outras endonucleases (Mspl, Ndel, Xhol, Bcll, Xbal, Hindlll,
BsuRI, Eco321, BamHIl, Mobl, Pwvull, Pstl e EcoRIl) foram testadas, mas nao
reconheceram sitios de restricdo na regido amplificada. Posteriormente, os
fragmentos foram separados por eletroforese (7,7 V.cm™) em géis de poliacrilamida

9% em tampéao TBE 1x, corados com nitrato de prata (AgNOs3’), fotografados com
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camera digital e analisados. Marcadores de pesos moleculares de 25 e 50 pb
(Invitrogen) foram aplicados no mesmo gel, para a estimativa dos tamanhos dos

fragmentos de restrigao.

2.6 ANALISES DOS DADOS

Para as andlises de PCR-RFLP, os padrdes distintos de digestao
produzidos por cada enzima de restricdo para a regido 16S do DNAmt foram
identificados por letras (A, B, C, etc). Estas letras indicaram o haplétipo simples de
cada individuo. Como duas enzimas de restricdo foram utilizadas os individuos
foram indicados por mais de uma letra e este conjunto de letras representa o
haplétipo composto de cada individuo. As frequéncias destes haplétipos foram
estimadas para as amostras das diferentes areas estudadas.

Na andlise dos marcadores microssatélites, os diferentes alelos
encontrados para cada loco estudado foram identificados por seus pesos
moleculares.

Para cada um destes dois marcadores foram construidas matrizes
de dados, para as analises de diversidade e estrutura genética das diferentes
amostras. A analise da estrutura genética das populagdes foi realizada usando-se a
estatistica F (Wright, 1951) e analises de estruturagdo genética via estatistica
bayesiana. No caso da estatistica F foi empregado o programa computacional
ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et al., 2006), no qual a andlise da estrutura genética
populacional é feita via varidncia molecular (AMOVA) (Excoffier et al., 1992). Esta
analise serviu para gerar estimativas da varidncia genética em diferentes niveis
hierarquicos (indicando como a diversidade genética encontra-se distribuida dentro e
entre as populagdes) e do indice ®st entre pares de populagdes, o qual pode ser
usado como uma estimativa da distancia genética entre elas (Excoffier et al., 2006).
A significancia do ®st (anadlogo de Fsr) foi estimada por meio de 1.000
aleatorizagdes e foram considerados significativos valores de p < 0,05. Existe uma

preocupagao com o uso do Fst e seus analogos. Alguns autores apontam que estas
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estimativas podem subestimar a diferenciacdo genética quando aplicadas a locos
muito polimdrficos, como os de microssatélite (Hedrick, 2005; Meirmans, 2006; Jost,
2008). Este problema pode ser contornado utilizando algumas estimativas que
fazem corre¢cdes nos valores de Fst e seus analogos (Hedrick, 2005; Jost, 2008).
Uma destas estimativas foi proposta por Jost (2008) e é conhecida como ‘Jost’s
(2008) actual differentiation’ (Dest). Levando em consideragéo esta preocupagéo, no
caso dos marcadores microssatélites foram realizadas estimativas de Dest além das
estimativas de ®st. As estimativas de Dgst foram realizadas utilizando-se o
programa computacional SPADE (Chao e Shen, 2003).

O programa STRUCTURE versao 2.2 foi utilizado para a
determinacdo da estrutura genética dos grupos amostrados, a partir de analises de
estruturagdo via estatistica bayesiana. Este programa define se os grupos
analisados estdo ou nao estruturados em K populagcdes. Foram testadas as
possibilidades da existéncia de uma a dez populagdes, sendo que a analise para
cada K foi repetida dez vezes. A escolha do K mais provavel foi feita utilizando a
metodologia descrita por Evanno et al. (2005). No presente estudo foi assumido o
modelo ‘sem mistura’ de ancestralidade, o qual € mais apropriado para populacdes
discretas (distintas quanto a origem dos seus individuos) e que também se mostra
mais eficaz do que o modelo de ‘mistura’ em detectar estruturas mais ‘frageis’
(menos evidentes) de populagdes (Pritchard et al.,, 2007). Nestas analises foram
empregadas 100.000 randomizacgdes.

O programa TFPGA 1.3 (MILLER, 1997) foi utilizado para os
célculos da proporgdo de locos polimérficos ( P), usando-se o critério de 95%, de
distancia genética de Nei e de heterozigozidade esperada (intra-loco, média e total).
Todos estes parametros genéticos foram estimados sem a inclusdo dos dados de
machos dipldides, tendo em vista que os programas utilizados nao possibilitam a
analise simultanea de planilhas contendo dados haploides e diploides. Para as
estimativas de alguns dos parédmetros mencionados acima, obtidos com o auxilio
dos programas ARLEQUIN 3.01 e TFPGA 1.3, foram assumidos dois pressupostos:
1) as populagdes se encontram em equilibrio de Hardy—Weinberg; 2) a ocorréncia de
frequéncias alélicas iguais entre ambos 0s sexos, com n correspondendo ao numero

total de locos analisados (Lopez-Uribe et al., 2007).
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A proporgao de diploidia nas populagbes de machos adultos de
Euglossini foi estimada a partir do modelo de ‘probabilidade maxima’, proposto por
Owen e Packer (1994) para um loco com dois alelos segundo a féormula: @ =
B,/2pq.T,, onde B, representa o numero de machos dipldides, 2pg a frequéncia de
heterozigotos T, o numero de machos analisados. Se existir um macho dipléide
homozigoto para todos os locos analisados este macho nao sera identificado, isto
pode ocorrer se 0s marcadores genéticos apresentarem baixa diversidade alélica
(baixa heterozigosidade). Sendo assim, foi calculado o poder de resolugdo que os
marcadores microssatélites tiveram em revelar machos diploides neste estudo, ou
seja, a probabilidade de um individuo diploide ser heterozigoto em um ou mais locos,
Pret (Paxton et al., 2000; Souza et al., 2010).

Foi examinada a possibilidade de correlagées entre: 1) Distancia
geografica e os valores de ®st ou Dest para os diferentes pares de amostra; 2)
Diferenca de tamanho entre os fragmentos e os valores de ®st ou Dgst para os
diferentes pares de amostra; 3) Tamanho do fragmento e numero de machos
diploides encontrados na area. A existéncia destas correlacbdes foi calculada pelo
coeficiente de Pearson e de Spearman, utilizando, respectivamente, o programa
Excel da Microsoft e o programa computacional Paleontological Statistics (Past)

verséo 2.06 (Hammer et al., 2001).

3 RESULTADOS

3.1 MARCADORES MICROSSATELITES

Os seis locos analisados (Eln 2J, EIn 12b, EIn 12J, EIn 7J, Egc 17 e
Egc 18) se mostraram polimérficos, num total de 46 alelos (Figura 2), com o numero
de alelos variando de 3 (EIn 12b) a 11 (Egc 18). O numero de alelos encontrado em
cada loco foi muito semelhante em todas as areas amostradas (Figura 2). Com
excecgao do alelo 11, do loco Egc 18, presente apenas no fragmento PR3, todos os

alelos encontrados foram compartilhados por pelo menos duas das localidades
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amostradas (Anexo A). No entanto, houve diferengca nas frequéncias alélicas nas

diferentes areas estudadas (Anexo A).

Nuamero de alelos por fragmento

12 -

Loco {total de alelos)
m€ln 2) (3}
ELln 7] (9}
EEln12b(7}
mEin12) {7}
mEacl? (9)
HEac18(11)

Numerode alelos

PR1 PR2 PR3 5P1 R31 1

Fragmentos

Figura 2 - Numero de alelos obtidos para os locos de microssatélite (EIn 2J, Eln 7J, Eln
12b, Eln 12J, Egc 17 e Egc 18) em E. violacea nos seis fragmentos florestais
estudados (PR1= Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos
Godoy”; PR3 = Fazenda Monte Alegre; SP1 = imediagbes da Base da Escola
Superior de Conservagdo Ambiental e Sustentabilidade (ESCAS); RS1 = Centro
de Pesquisas e Conservagao da Natureza Pro-Mata (CPNP- Pr6-Mata); SC1 =
Estacao Experimental de Urussanga).

As estimativas de heterozigosidade média esperada n&o enviesada
por remanescente estudado indicaram alto nivel de diversidade alélica em todas as
localidades, estes valores oscilaram de 0,530 a 0,858 (Tabela 3). A heterozigosidade
média total esperada (Hrt) foi de 0,735. As maiores heterozigozidades intra-loco
esperadas foram detectadas para os locos Egc 18, EIn 12J e Eln 7J, os quais
mostraram heterozigozidades meédias de 0,843, 0,809 e 0,803, respectivamente
(Tabela 3).
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Heterozigosidade média total esperada (Ht) e desvio padrdao associado
(xdp), heterozigosidade intra-loco e heterozigosidade meédia esperada
( Hmedia) € desvio padrdo associado (+ dp) para as diferentes
populagdes de E. violacea provenientes dos seis fragmentos florestais
estudados.

Loco

Fragmento Média (Hr) *dp

PR1 PR2 PR3 SP1 RS1 SC1

EIn2J
EIn7J
Ein12b
EIn12J
Egc17
Egc18

I'Imedia

+dp

0,591 0,534 0,620 0,629 0,603 0,536 0,585 0,038
0,776 0,795 0,812 0,817 0,786 0,831 0,803 0,019
0,669 0,579 0,567 0,530 0,704 0,700 0,625 0,069
0,808 0,777 0,839 0,801 0,807 0,826 0,809 0,019
0,749 0,691 0,661 0,695 0,841 0,822 0,743 0,068

0,820 0,839 0,858 0,834 0,853 0,854 0,843 0,013
0,736 0,702 0,726 0,718 0,766 0,761 0,735 0,023

0,081 0,113 0,114 0,111 0,087 0,113 0,097 -

PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte Alegre;
SP1 = imediagbes da Base da Escola Superior de Conservagao Ambiental e Sustentabilidade (ESCAS);
RS1 = Centro de Pesquisas e Conservagdo da Natureza Pro-Mata (CPNP- Pro-Mata); SC1 = Estacéo
Experimental de Urussanga.

Para as seis amostras estudadas, a analise da varidncia molecular

(AMOVA) revelou uma baixa diferenciagao genética entre as areas (®st = 0,0439; p

< 0,01) e a maior parte da variagdo mostrou-se presente dentro dos grupos (95,61%)

(Tabela 4).
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Tabela 4 - Analise da Variancia Molecular (AMOVA) e variancia da frequéncia
alélica (Pst) das populagbes de E. violacea dos seis fragmentos
florestais estudados para marcadores microssatélites.

Fonte de Somade Componentes Porcentagem ®
Variagio "= Quadrados de Variancia  da Variagdo ST
Entreas 4 24,409 0,09891 4,39

populacdes

Dentrodas 47 451 877 2,15332 95,61 0,04392

populacdes

Total 352 476,286 2.25222
* = p<0,01

Nas comparacdoes par a par, a AMOVA também indicou baixa
diferenciagdo genética (Anexo B; Tabela 5). A diferenciacdo encontrada entre a
maioria dos comparativos foi muito baixa ou ausente. Entretanto, em trés
comparativos a diferenciagdo encontrada foi moderada. Estes comparativos sao:
PR1-SP1 (®st = 0,06159, p<0,01); PR2-PR3 (®sr = 0,08112, p<0,01); PR3-SP1
(®st =0,10815, p<0,01) (Tabela 5).

Ao contrario dos valores de ®st par a par, os valores de Dest par a
par (JOST, 2008) indicaram diferenga moderada na maioria dos comparativos e
diferenciagdo genética elevada entre os trés comparativos mencionados
anteriormente: PR1-SP1 (Dest = 0,168); PR2-PR3 (Dgst = 0,227); PR3-SP1 (Dgst =
0,315) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Valores de ®gt par a par abaixo da diagonal, valores de Dgst
par a par acima da diagonal. Todos os valores de ®st foram
significativos (p<0,01).

PR1 PR2 PR3 SP1 RS1 SC1

PR1 - 0,099 0,100 0,168 0,096 0,070
PR2 0,043 - 0,227 0,088 0,056 0,114
PR3 0,039 0,081 - 0,315 0,137 0,047
SP1 0,061 0,037 0,108 - 0,090 0,137
RS1 0,034 0,021 0,047 0,033 - 0,045
SC1 0,026 0,040 0,019 0,046 0,017 -

PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte

Alegre; SP1 = imediagbes da Base da Escola Superior de Conservagdo Ambiental e

Sustentabilidade (ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e Conservagdo da Natureza Pro-Mata
(CPNP- Pro-Mata); SC1 = Estagdo Experimental de Urussanga.

A anadlise de estruturacdo via estatistica bayesiana revelaram
auséncia de diferenciacao genética entre as amostras dos diferentes remanescentes
florestais estudados. O numero de populagdes (K) mais provavel foi igual a um
(Figura 3).

140 -
120 -
100 -

delta(K)
(3% =y (s3] oo
o o o o

]
o O
]
EEI 2

KmI

L 4

Figura 3 - Diferentes numeros de populagdes (K) testados e os
deltas(K) correspondentes.
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Do total de machos analisados, foi constatada a ocorréncia de oito
machos dipldides heterozigotos nas amplificagdes dos seis locos de microssatélites
analisados (Eln 2J, EIn 12b, Eln 12J, EIn 7J, Egc 17 e Egc 18) (Tabela 6; Anexo C).
Destes machos, trés foram coletados na Fazenda Monte Alegre (217 ha) (PR3), dois
na Fazenda Santa Maria (280 ha) (PR1), um no Parque Estadual Mata dos Godoy
(580 ha) (PR2), um no CPCN - Pr6-Mata (1778 ha) (RS1) e um no fragmento
presente nas imediagcdes da base da ESCAS (2809 ha) (SP1). A probabilidade de
um individuo diploide ser heterozigoto em um ou mais locos foi altissima (Ppet >
0,999), indicando que os marcadores microssatélites tiveram um poder muito grande

em revelar machos diploides no presente estudo.

Tabela 6 - Numero de individuos analisados (N), numero de machos dipléides (M2n),
numero de locos que revelaram machos dipldides, probabilidade de um
individuo ser dipldide (Pret), porcentagem de locos polimorficos (P %),
frequéncia total (®1 %) de machos dipléides e freqiéncia de machos
dipléides encontrados por fragmento (Pfragmento (%))

No. de P & ®fragmento (%)
N M2n | Phet

ocos (%) (%) PR1 PR2 PR3 SP1 RS1 SCi1
353 8 6 >0,99 100 31 46% 24% 69% 23% 22% 0%

PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte Alegre;
SP1 = imediagbes da Base da Escola Superior de Conservagdo Ambiental e Sustentabilidade
(ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e Conservagao da Natureza Pr6-Mata (CPNP- Pré-Mata); SC1 =
Estacdo Experimental de Urussanga.

Nenhuma correlacdo significativa foi encontrada entre distancia
geografica e os valores de ®st ou Dest € entre a diferenga de tamanhoentre os
fragmentos e os valores de ®stou Dest para os diferentes pares de amostra. Apesar
disto, embora nao significativa, foi encontrada uma correlagdo de - 0,698 entre
tamanho do fragmento e numero de machos dipldides encontrados, quando o
coeficiente de relagao de Spearman foi aplicado a estes parametros, indicando uma

tendéncia a uma correlagao negativa entre estes.
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3.2 MARCADORES MITOCONDRIAIS OBTIDOS POR PCR-RFLP

O fragmento amplificado da regido 16S do DNAmt apresentou cerca
de 400 pb. As enzimas Asel e Dral revelaram, respectivamente, dois e quatro
haplétipos distintos oriundos da restricdo desse fragmento. A Figura 4 mostra um
perfil eletroforético dos fragmentos de restricdo obtidos com a enzima de restrigao
Dral, de alguns individuos de E. violacea coletados nos fragmentos PR1, RS1 e
SP1.

D CoCoC M2 M1 &a A Mi B E
225 251 "
166pb 212ph 2120k
Opb 175
140pb PR 17sp
125
102pk — 123p
o7pb P —_—
02pb
97ph
75p
Top
F1pb b
59ph
Opb Fpb
iTpb

3rph

Tpb 2P

Figura 4 - Perfil eletroforético, em trés geis de poliacrilamida 9%, mostrando os 4 haplétipos
(A-D) obtidos para a regido 16S digerida com a enzima Dral, em machos de E.
violacea coletados nos fragmentos de mata Fazenda Santa Maria (PR1), Centro
de Pesquisas e Conservagao da Natureza Pr6-Mata (CPNP- Pr6-Mata) (RS1) e
imediacbes da Base da Escola Superior de Conservagdo Ambiental e
Sustentabilidade (ESCAS) (SP1). Nas canaletas indicadas com os codigos M1 e
M2 estao, respectivamente, os marcadores de peso molecular de 25 e 50 pb. O
peso molecular, em pares de base (pb), das diferentes bandas dos marcadores
de peso molecular e dos fragmentos de restricdo estao indicados em verde e
azul, respectivamente.
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Os resultados apresentados na Tabela 7 revelam algumas
diferengas encontradas no tamanho total do fragmento amplificado da regido 16S do
DNAmt, produzidas pela somatoria dos varios fragmentos de restricdo. Tais
diferencas sdo provavelmente decorrentes da dificuldade em discriminar, no gel,
fragmentos de restricdo de tamanhos reduzidos e da dificuldade de estimar o
tamanho dos fragmentos no gel. O niumero de fragmentos de restricdo gerados pela
endonuclease Asel foi, para cada abelha, de quatro ou cinco.Ja com a endonuclease

Dral este numero variou de cinco a sete (Tabela 7).

Tabela 7 - Padrées de fragmentos de restricdo (estimado em pares de
bases) observado para o fragmento da regido 16S do DNAmt,
produzidos com as endonucleases Asel e Dral. As letras A-D
representam os haplétipos encontrados com cada enzima de

restricao.
16S
Asel Dral

A B A B C D

108 108 212 212 - -
75 75 - - 166 166
- 69 - - - 140

63 63 102 - 102 -

41 41 97 97 97 97

- - - 61 - 61

- - 59 - 59 -

- - 37 37 37 37
Total 287 356 410 407 364 501

Quando combinados, os haplétipos dos machos de E. violacea

resultaram em quatro haplétipos-compostos diferentes, daqui por diante
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denominados apenas haplétipos (Tabela 8). No total foram observados quatro
haplétipos distintos (AB, BA, BC, AD). O numero maximo de haplétipos encontrados
em um determinado remanescente foi dois. Apenas no remanescente da Fazenda
Santa Maria (PR1) foi observada a presenga de dois haplétipos em frequéncias
elevadas e mais ou menos equivalentes (BC: 57,5%; AD: 42,5%). Nos
remanescentes localizados no Parque Estadual “Mata dos Godoy” (PR2) e na
Estagcdo Experimental de Urussanga (SC1) houve a dominédncia de um dos
haplétipos. No fragmento PR2 o haplétipo AB foi dominante (97,5%) e o haplétipo
BA esteve presente em menor frequéncia (2,5%). No fragmento SC1 o haplétipo BC
apresentou maior frequéncia (97,5%) e o AD menor (2,5%). Nos remanescentes
PR3, SP1 e RS1 apenas um haplétipo foi encontrado, sendo estes, respectivamente
AB, AB e BA (Figura 5).

o
P

RS1

Figura 5 - Frequéncia e padrdo de distribuigdo dos quatro haplotipos-compostos de
machos de E. violacea nos seis fragmentos florestais estudados (PR1-RS1),
produzidos pela restricdo de um segmento da regido 16S do DNAmt, com as
endonucleases Asel e Dral. PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque
Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte Alegre; SP1 =
imediacbes da Base da Escola Superior de Conservagdao Ambiental e
Sustentabilidade (ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e Conservacao da
Natureza Pro-Mata (CPNP- Pro-Mata); SC1 = Estacdo Experimental de
Urussanga.
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A andlise da variancia molecular (AMOVA) para os marcadores
mitocondriais revelou forte estruturacao genética (®st = 0,82112) entre as amostras
de E. violacea dos seis remanescentes estudados (Tabela 8) a maior parte da

variacdo genética mostrou-se presente entre grupos (82,11%).

Tabela 8 - Andlise da Variancia Molecular (AMOVA) e varidncia da frequéncia
génica (Pst) das populagbes de E. violacea dos seis fragmentos
florestais estudados, para os marcadores mitocondriais obtidos por

PCR-RFLP.

Fonte de G.L Soma de Componentes Porcentagem da ®

Variagao "~ Quadrados de Variancia Variagcao ST

Entre as 5 280,762 1,39621 82,11
populagdes
Dentrodas 4, 71,175 0,30417 17,89 082112
populacdes

Total 239 351,938 1,70037

* = p<0,01

As comparagdes par a par mostraram forte diferenciacao genética
entre doze dos quinze comparativos realizados. Os outros trés comparativos
mostraram auséncia de diferenciagdo. O maior valor de ®st encontrado entre as
areas que se mostraram fortemente estruturadas foi de ®st = 1. Este valor foi
encontrado em dois comparativos (PR3-RS1; SP1-RS1); o menor valor foi de ®gr =
0,349 encontrado entre as areas PR1 e SC1. Nos trés comparativos que indicaram
auséncia de diferenciagao genética os valores de ®st encontrados foram, 0 (par
PR3-SP1) e 0,019 (pares PR2-PR3; PR2-SP1) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Analise da Variancia Molecular (AMOVA) e comparacao da
variancia da frequéncia génica (®Pst) par a par, entre as
amostras das ‘populacdes’ de E. violacea dos seis
fragmentos florestais estudados; resultados obtidos por
meio dos marcadores mitocéndrias (regido 16S) PCR-
RFLP.

Fonte de Variagao
Comparativo DOst
Entre (%) Dentro (%)

PR1-PR2 70, 66 29,34 0,70664*
PR1-PR3 73,48 26,52 0,73477*
PR1-SP1 73,48 26,52 0,73477*
PR1-RS1 69,62 30,38 0,69619*
PR1-SC1 34,93 65,07 0,34925*
PR2-PR3 1,92 98,08 0,01923™
PR2-SP1 1,92 98,08 0,01923"™
PR2-RS1 97,44 2,56 0,97436*
PR2-SC1 86,31 13,69 0,86308*
PR3-SP1 0 100 o™

PR3-RS1 100 0 1*

PR3-SC1 88,79 11,21 0,88788*
SP1-RS1 100 0 1*

SP1-SC1 88,79 11,21 0,88788*
RS1-SC1 91,43 8,57 0,91426*

* = p<0,01; ™ = nao significativo. PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2
= Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte Alegre;
SP1 = imediagdes da Base da Escola Superior de Conservacao
Ambiental e Sustentabilidade (ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas
e Conservacdo da Natureza Pr6-Mata (CPNP- Pr6-Mata); SC1 =
Estacdo Experimental de Urussanga.

A analise de estruturacédo genética via estatistica bayesiana revelou

a existéncia de grupos estruturados de populag¢des (ou subpopulagdes). Considerou-
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se trés (K = 3) o numero mais apropriado de populagdes ancestrais. Os resultados

da contribuicado das populagdes ancestrais sao apresentados na Figura 6, a qual

mostra trés agrupamentos distintos: o primeiro formado pelas abelhas dos

fragmentos PR1 e SC1; o segundo pelas abelhas das areas PR2, PR3 e SP1; e o

terceiro grupo formado pelas abelhas do fragmento RS1.

1.00

0.80 4
0.60
0.40 S

0.20 4

0.00

Figura 6 -

PR1 PR2 PR3 SP1 RS1 scC1

Contribuicdo proporcional das diferentes populagdes ancestrais para cada um
dos individuos dos diferentes fragmentos, considerando K=3. PR1 = Fazenda
Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte
Alegre; SP1 = imediacbes da Base da Escola Superior de Conservagao
Ambiental e Sustentabilidade (ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e
Conservacdo da Natureza Pro-Mata (CPNP- Pré-Mata); SC1 = Estacdo
Experimental de Urussanga.

Nenhuma correlagédo significativa foi encontrada entre a distancia

geografica e os valores de ®st € entre a diferenga de tamanho dos fragmentos e os

valores de ®g7 para os diferentes pares de amostra.

4 Discussao

4 .1 Marcadores Microssatélites

Nesse estudo, o numero de alelos para os diferentes locos

analisados foi semelhante ao observado por Souza et al. (2007). Estes autores



56

fizeram analise de 53 machos desta espécie, o que representa um numero bem
similar as amostras dos diferentes fragmentos aqui estudados. A faixa de peso
molecular dos alelos descritos por estes autores foi compativel com o do presente
trabalho. Em ambos os estudos o loco Egc 18 foi 0 mais polimorfico.

Os valores de diversidade alélica ndo enviesada encontrados no
presente trabalho foram elevados em todas as areas estudadas. Sofia et al. (2005)
analisando a diversidade genética de populagdes de E. violacea de trés fragmentos
florestais no norte do Parana, com base em marcadores RAPD, também
encontraram uma alta variagéo genética.

O valor de ®st obtido bem como os valores de ®sr encontrados em
doze dos quinze comparativos analisados indicam baixa diferenciagdo genética
entre as amostras das diferentes localidades estudadas, apesar da consideravel
distancia geografica entre os fragmentos. Em trés comparativos (PR1-SP1, PR2-
PR3 e PR3-SP1) a diferenciacdo genética pode ser considerada moderada,
conforme a escala de Wright (1951). Souza et al. (2010), ao estudar duas
‘populacdes’ de E. violacea presentes nos estados de Minas Gerais e Sao Paulo,
distantes aproximadamente 530 Km, por meio da analise de dez locos de
microssatélites também encontraram um valor de Fsr (0,025) que indicou auséncia
de estruturagdo genética.

No entanto, ao contrario dos valores de ®gt par a par, os valores de
Dest par a par (Jost, 2008) indicaram diferenca moderada na maioria dos
comparativos e alta diferenciacdo genética entre os trés comparativos mencionados
anteriormente: (PR1-SP1; PR2-PR3; PR3-SP1). Alguns estudos (Hedrick, 2005;
Jost, 2008) tém argumentado que marcadores altamente polimérficos e com alta
taxa de mutacdo, a exemplo dos microssatélites, podem resultar em uma analise
enviesada para baixo nos niveis de diferenciagao genética. Ou seja, podem produzir
estimativas errbneas e subestimadas de Fst, Gst € seus analogos, quando s&o
empregados os estimadores de diferenciagdo baseados nos modelos matematicos
propostos por Wright (1951) e Nei (1973). De acordo com alguns autores, as
estimativas de G’st (Hedrick, 2005) e Dest (Jost, 2008) foram desenvolvidas visando
corrigir alguns problemas existentes nas de Fst e analogos (Jost, 2008; Heller e

Siegismund, 2009). Estes acreditam que tais estimativas possam contornar o
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problema da nao detecgcdo de diferenciacdo genética e fornecer niveis de
diferenciagao populacional mais compativeis com a realidade.

Em um estudo recente realizado com a espécie de abelha Colletes
floralis, Davis et al. (2010) empregaram os marcadores microssatélites para avaliar a
estrutura genética de doze ‘populagdes’ desta espécie coletadas ao longo da costa
da Irlanda e da Escécia. Os valores de Fsr encontrados no estudo de Davis et al.
(2010) indicam elevada diferenciacdo genética entre as amostras analisadas. Estes
autores também empregaram estimadores de diferenciagdo genética propostos por
Jost (2008), que indicaram um nivel ainda maior de estruturacdo genética entre as
localidades amostradas. No entanto, ao fazer uso das analises Bayesianas os
autores encontram um menor grau de diferenciacdo entre as localidades, quando
comparado com os niveis de diferenciagdo obtidos com as estimativas de Fst e as
propostas por Jost (2008).

No presente trabalho, assim como os valores ®sr, as analises de
estruturagdo via estatistica bayesiana indicaram auséncia de diferenciagdo genética
entre as amostras de E. violacea das diferentes localidades. E sabido que as
abelhas da tribo Euglossini sdo detentoras de uma grande capacidade de voo em
areas de florestas continuas (Janzen, 1971; Dressler, 1982) e sao também capazes
de se deslocar entre fragmentos florestais (Raw, 1989; Tonhasca et al., 2003; Brosi,
2009). Tais caracteristicas poderiam reforcar a hipdtese de que a auséncia de
estrutura genética entre estas localidades é mantida pelo fluxo génico entre as
areas. No entanto, as grandes distancias presentes entre os remanescentes
estudados, a falta de conexdo existente entre eles e a presenca de muitas areas
urbanas entre os mesmos torna a hipotese de auséncia de estruturagdo genética
devido a um atual fluxo génico, uma explicagao pouco provavel. A origem recente da
tribo Euglossini no cenario evolutivo apontada por alguns estudos (Dick et al., 2004;
Ramirez et al., 2010) é outra hipétese que poderia explicar melhor tais resultados.
No entanto, a discordancia entre os valores de ®st/analises de estruturagdo via
estatistica bayesiana e valores de Dgsr aliada aos resultados obtidos com os
marcadores mitocondriais obtidos por PCR-RFLP n&o dao suporte a esta hipoétese.

Com relacdo aos machos diploides, o modelo de proposto por

Whiting sugere que o sexo em abelhas seja determinado por apenas um loco
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multialélico (loco CSD). Ainda, segundo este modelo, se em um individuo diploide
este loco estiver em homozigoze ocorrera o nascimento de um macho dipldide, caso
contrario nascera uma fémea (Zayed e Packer, 2005). Deste modo, é esperado que
o endocruzamento produza maiores quantidades de machos diploides, uma vez que
tal sistema de acasalamento aumenta o numero de homozigotos na populagéo
(Unruh e Messing, 1993). E sabido que as chances de endocruzamento s&o
aumentadas em populagbes pequenas. Entdo, seguindo esta linha de raciocinio,
seria esperado que populagdes pequenas com altos niveis de endocruzamento
apresentassem maiores frequéncias de machos dipléides. Alguns estudos alegam
que a reducdo no tamanho efetivo das populagdes com consequente perda de
diversidade alélica (especialmente no loco CSD) seriam as causas determinantes
para o aumento de machos dipléides em populagdes de algumas espécies de
Euglossini (Roubik et al., 1996; Zayed et al., 2004). Atualmente na literatura, existem
dados discrepantes com relagcado a frequéncia de machos diploides nas populagdes
de espécies de Euglossini. Em alguns estudos foram encontradas altas frequéncias
desses machos, chegando a 100% em alguns casos (Roubik et al., 1996; Zayed et
al., 2004; Lopez-uribe et al, 2007). Por outro lado, outros estudos apontam a
ocorréncia deles em baixas frequéncias (Takahashi et al., 2001; Cerantola et al.,
2010; Souza et al., 2010). As frequéncias de machos dipléides da espécie E.
violacea observadas no presente estudo foram intermediarias e parecem estar
relacionadas com o tamanho dos fragmentos amostrados pois, apesar de nao haver
correlagao significativa entre o tamanho dos fragmentos € o numero de machos
diploides, foi detectada uma tendéncia a uma correlagdo negativa entre estes dois
parametros. Neste sentido, mais estudos envolvendo um maior nimero de machos
por fragmento devem ser realizados para o estabelecimento de um consenso acerca
da frequéncia real de machos diploides nas populagdes de Euglossini. Os nossos
resultados indicam que estudos futuros devem dar mais atengcdo ao tamanho das
areas amostradas, ao numero de machos analisados em cada localidade e a

espécie analisada.
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4.2 MARCADORES MITOCONDRIAIS OBTIDOS POR PCR-RFLP

Ao contrario do observado para os marcadores microssatélites com
as analises de estruturagdo via estatistica bayesiana e as estimativas de ®sr, 0s
resultados parciais para os marcadores mitocondriais apontam para uma acentuada
diferenciagao genética entre as amostras de E. violacea das diferentes localidades.
Esta foi devido a grande diferenga encontrada entre onze dos quinze comparativos
realizados (Tabela 9). Em apenas trés (PR2-PR3; PR2-SP1; PR3-SP1) destes
comparativos foi verificada auséncia de diferenciagdo genética. Em um dos
comparativos efetuados foi encontrada uma moderada diferenciacdo genética (par
PR1-SC1). A interpretacdo das diferengas encontradas entre estes comparativos
parece indicar a formagao de trés grupos entre as seis localidades. Um formado
pelas abelhas dos fragmentos PR2, PR3 e SP1, outro formado pelas amostras dos
fragmentos PR1 e SC1 e, o ultimo contendo isoladamente a amostra da area RS1.
Esta separagcdo nestes mesmos trés grupos foi evidenciada pelas analises de
estruturagdo via estatistica bayesiana efetuadas pelo programa Structure 2.2.

Se as estimativas de ®sr e analises de estruturagao via estatistica
bayesiana estiverem mais préximas da realidade, a divergéncia encontrada entre os
resultados com os diferentes marcadores pode estar relacionada as diferengas
inerentes aos genomas mitocondrial e nuclear, a exemplo das taxas evolutivas e
formas de heranga genética destes. Um aspecto importante que deve ser
considerado na tentativa de compreender melhor as discrepancias encontradas
entre estas duas analises, relaciona-se a origem materna do DNAmt, que pode estar
de algum modo refletindo o reconhecido comportamento filopatrico das fémeas
(Dodson et al., 1969). As fémeas tendem a se manter mais ligadas aos ninhos do
que os machos, que o abandonam logo apdés o nascimento (emergéncia). Deste
modo, a maior estruturacdo encontrada a partir das analises mitocondriais pode
estar refletindo, em parte, a filopatria das fémeas. O outro aspecto relevante diz
respeito a diferenca na taxa de evolucdo dos marcadores microssatélites e
mitocondriais. De acordo com Wang (2010) a taxa de evolugdo dos marcadores
microssateélites € de p = 5 x 10" 0 que faz com que estes marcadores sejam muito

interessantes e informativos para estimativas sobre processos microevolucionarios
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recentes e em curso. Por outro lado, o DNA mitocondrial possui taxa de evolugéo de
u==06x 10®, 0 que tornaria os marcadores mitocondriais mais adequados para
capturar processos microevolucionarios mais antigos. Ainda segundo este autor, a
diferenca na taxa de mutacdo entre estes marcadores é da ordem de 10*, fazendo
com que eles apresentem utilidade para inferéncias em escalas de tempo muito
distintas. Sendo assim, a auséncia de estruturacdo genética encontrada com os
marcadores microssatélites pode estar associada a um passado evolutivo recente,
como por exemplo, em um cenario onde todos os ecossistemas da Mata Atlantica se
encontravam conectados com elevado grau de fluxo génico. E sabido que esta era a
situacao vigente antes do intenso processo de degradagédo ao bioma Mata Atlantica
ocasionado pelo homem.

De modo diverso, a estruturagdo genética observada nas analises
mitocondriais pode estar atrelada a um passado mais remoto. Talvez as glaciagdes
pleistocénicas possam ter fragmentado as populagdes de Eufriesea violacea ao
longo de sua distribuigdo e o0 genoma mitocondrial ainda guarde um pouco desta
histéria. Como mencionado, o estudo filogeografico realizado por Dick et al. (2004)
feito com base no sequenciamento de um segmento do gene COIl do DNAmt n&o
apontou diferenca para abelhas de diferentes géneros da tribo Euglossini coletadas
na regiao da bacia amazénica. Outros estudos com base no DNAmt de diferentes
grupos de animais presentes no bioma Mata Atlantica tém alegado estruturagéo
genética associada a glaciagdes pleistocénicas. Como € o caso dos estudos a
abelha Plebeia remota (Francisco e Arias, 2010) e com subespécies de jararacas
(Bothrops jararaca) realizado por Grazziotin et al. (2006).

Por outro lado, se compararmos os dados obtidos com os
marcadores mitocondriais com valores encontrados por meio das estimativas
propostas por Jost (2008) o quadro muda. Como mencionado, estas estimativas
indicam alta diferenciacdo genética entre trés localidades (PR1-SP1, PR2-PR3 e
PR3-SP1). Entretanto ndo existe a formacao dos mesmos agrupamentos obtidos por
meio do DNAmt. Pelo contrario, areas que se mostraram extremamente semelhantes
com os marcadores mitocondriais (PR3-SP1; PR2-PR3) se mostram distintas ao
aplicar as estimativas de Jost (2008). Se estas duas andlises estiverem corretas

pode ser que elas estejam indicando restricbes ao fluxo génico de tempos
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geologicos diferentes. Sendo assim, as estimativas obtidas por meio dos
marcadores microssatélites poderiam estar refletindo restricdes ao fluxo génico
ocasionadas pela fragmentacéo florestal e degradagao antrépica, ao passo que a
estruturacdo encontrada com os marcadores mitocondriais poderiam estar

relacionada a um passado mais remoto, como com as fragmentagdes pleistocénicas.
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Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusoes:

Os marcadores microssatélites indicaram ocorréncia de
polimorfismo nas regides de microssatélite no genoma,
mostrando-se eficientes para o estudo de estrutura e
variabilidade genética das seis ‘populagdes’ estudadas;

Os seis locos de microssatélites se mostraram polimoérficos para
Eufriesea violacea;

As estimativas convencionais de diferenciacdo genética (Fst e
analogos) e as analises de estruturagao via estatistica bayesiana
apontaram auséncia de diferenciacdo genética entre as
localidades por meio dos marcadores microssatélites. No
entanto, uma estimativa de diferenciagdo genética proposta
recentemente (Dest) apontou a existéncia de diferenciagcao
genética entre algumas localidades. Tal fato indica que estudos
futuros devem dar mais atengao a estas novas estimativas, para
um melhor entendimento da estrutura genética das populagdes;
Os marcadores microssatélites revelaram machos dipléides nas
areas amostradas. A frequéncia de machos dipldides encontrada
neste estudo aliada a aparente correlacido entre numero de
machos dipléides e o tamanho dos fragmentos amostrados,
sugere que estudos futuros devam dar mais atengao ao tamanho
dos fragmentos e ao tamanho amostral, na determinagcdo das
frequéncias de machos dipléides presentes nas populacdes de
Euglossini;

A regido mitocondrial (16S) indicou alta diferenciacédo genética
entre as amostras e a formagdes de trés agrupamentos entre as
localidades;

A discordancia entre as anadlises baseadas no DNAmt e

microssatélites sugerem que as taxas evolutivas e padrbes de
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herangca distintos, destes marcadores, podem fornecer
informacdes diferentes, que devem ser consideradas e
interpretadas com todo cuidado na tentativa de compreender
melhor a estruturagdo genética presente nas populagbes de
Euglossini;

Os resultados obtidos indicam que € muito importante conservar
os remanescentes de Mata Atlantica analisados para a
manutencdo da diversidade genética da espécie Eufriesea

violacea.
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ANEXO A
Frequéncias dos alelos de microssatélite encontrados nas amostras de machos dos
seis remanescentes florestais estudados (PR1, PR2, PR3, SP1, RS1 e RS3) para os
seis locos analisados. pb = tamanho estimado em pares de base.

Loco alelo pb PR1 PR2 PR3 SP1 RS1 SC1

Eln 2J 1 211 0,226415 0,283333 0,216667 0,224138 0,271186 0,2
Eln 2J 2 207 0,566038 0,616667 0,516667 0,5 0,542373 0,633333
Eln 2J 3 203 0,207547 0,1 0,266667 0,275862 0,186441 0,166667
Eln 12b 1 199 0,196078 0,152542 0,20339 0,101695 0,2 0,133333
Eln 12b 2 196 0,470588 0,169492 0,610169 0,220339 0,333333 0,416667
Eln 12b 3 193 0,27451 0,610169 0,152542 0,644068 0,383333 0,316667
Eln 12b 4 187 0,039216 0 0 0 0,033333 0,116667
Eln 12b 5 203 0,019608 0,033898 0,033898 0,016949 0,05 0
Eln 12b 6 207 0 0,016949 0 0,016949 0 0,016667
Eln 12b 7 217 0 0,016949 0 0 0 0
Eln 12J 1 260 0,057692 0,258621 0,118644 0,1 0,310345 0,186441
Eln 12J 2 257 0,192308 0,310345 0,186441 0,35 0,155172 0,271186
Eln 12J 3 254 0,230769 0,224138 0,169492 0,133333 0,189655 0,186441
Eln 12J 4 249 0,288462 0,034483 0,118644 0,2 0,12069 0,135593
Eln 12J 5 246 0,115385 0,068966 0,084746 0,066667 0,068966 0,067797
Eln 12J 6 243 0,096154 0,103448 0,067797 0,066667 0 0,033898
Eln 12J 7 267 0,019231 0 0,254237 0,083333 0,155172 0,118644
Eln 7J 1 172 0,019608 0,1 0,133333 0,107143 0,086207 0,083333
Eln 7J 2 166 0,196078 0,25 0,2 0,125 0,137931 0,133333
Eln 7J 3 163 0,215686 0,216667 0,3 0,267857 0,396552 0,283333
Eln 7J 4 160 0,352941 0,283333 0,1 0,267857 0,12069 0,216667
Eln 7J 5 156 0,039216 0 0,016667 0,035714 0,034483 0,116667
Eln 7J 6 176 0 0,033333 0,05 0,053571 0,017241 0,033333
Eln 7J 7 159 0,137255 0,016667 0,016667 0 0,103448 0
Eln 7J 8 169 0,039216 0,1 0,183333 0,125 0,103448 0,066667
Eln 7J 9 179 0 0 0 0,017857 0 0,066667
Egc 17 1 247 0,113208 0 0,033333 0,035088 0,016949 0,1
Egc 17 2 241 0,264151 0,133333 0,466667 0,035088 0,084746 0,266667
Egc 17 3 238 0,377358 0,366667 0,333333 0,122807 0,20339 0,233333
Egc 17 4 232 0,169811 0,4 0,1 0,315789 0,237288 0,15
Egc 17 5 227 0 0,016667 0 0,438596 0,118644 0,15
Egc 17 6 223 0,018868 0,033333 0 0,017544 0,152542 0,05
Egc 17 7 250 0,056604 0,033333 0,066667 0,017544 0,016949 0,033333
Egc 17 8 256 0 0 0 0 0,016949 0,016667
Egc 17 9 215 0 0,016667 0 0,017544 0,152542 0
Continuacao do Anexo A

Loco alelo pb PR1 PR2 PR3 SP1 RS1 SC1

Egc 18 1 230 0,134615 0,283333 0,155172 0,103448 0,254237 0,15



Egc 18
Egc 18
Egc 18
Egc 18
Egc 18
Egc 18
Egc 18
Egc 18
Egc 18
Egc 18
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9
10
11

226
220
210
207
241
229
215
238
235
247

0,326923
0,115385
0,076923

0,2
0,05
0,1

0,153846 0,083333

0,019231

0

0,038462 0,116667
0,134615 0,066667

0
0
0

0
0,1
0

0,034483
0,068966
0,017241

0
0,068966
0,086207
0,137931
0,241379
0,172414
0,017241

0,189655
0,12069
0,224138
0,206897
0,017241
0,137931
0

0
0
0

0,152542
0,050847
0,135593
0,101695
0,033898
0,169492
0,016949
0,067797
0,016949

0
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0
0,083333
0,133333

0
0,216667
0,066667
0,116667

0,2
0,033333
0

PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte
Alegre; SP1 = imediagbes da Base da Escola Superior de Conservagédo Ambiental e Sustentabilidade
(ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e Conservagao da Natureza Pré-Mata (CPNP- Pr6-Mata); SC1
= Estagdo Experimental de Urussanga.
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ANEXO B
Analise da Variancia Molecular (AMOVA) e comparagao da variancia da frequéncia
génica (Pst) par a par, entre as populagdes de E. violacea dos seis fragmentos
florestais estudados para marcadores microssatélites.

Fonte de Variagao
Comparativo DOst
Entre (%) Dentro (%)

PR1-PR2 4,28 95,72 0,04278*
PR1-PR3 3,89 96,11 0,03894*
PR1-SP1 6,15 93,85 0,06159*
PR1-RS1 3,39 96,61 0,03395*
PR1-SC1 2,64 97.36 0,02645*
PR2-PR3 8,11 91,89 0,08112*
PR2-SP1 3,79 96,21 0,03794*
PR2-RS1 2,08 97,92 0,02081*
PR2-SC1 4,01 95,99 0,04007*
PR3-SP1 1,08 98,92 0,10815*
PR3-RS1 4,71 95,29 0,04706*
PR3-SC1 1,87 98,13 0,01868*
SP1-RS1 3,32 96,68 0,03323*
SP1-SC1 4,64 95,36 0,04640*
RS1-SC1 1,68 98,32 0,01676*

* = p<0,01. PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata
dos Godoy”; PR3 = Fazenda Monte Alegre; SP1 = imediagdes da Base
da Escola Superior de Conservacdo Ambiental e Sustentabilidade
(ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e Conservagado da Natureza Pro-
Mata (CPNP- Pré-Mata); SC1 = Estagado Experimental de Urussanga.



ANEXO C

Machos diploides encontrados e locos para os quais eles foram heterozigotos

(permitindo a identificagdo como dipldides).

Machos diploides Locos em que eles foram heterozigotos

PR1(31) Ein 12b

PR1(32) Eln 12b; Eln 12J, Egc 18
PR2(2) Eln 12b; Eln 12J
PR3(35) Egc 18

PR3(42) Eln 12b

PR3(47) Egc 18

SP1(45) Eln 2J; Eln 7J

RS1(17) Eln 12b; Eln 12J; Egc 18; Eln 2J

PR1 = Fazenda Santa Maria; PR2 = Parque Estadual “Mata dos Godoy”; PR3 =
Fazenda Monte Alegre; SP1 = imediagcbes da Base da Escola Superior de
Conservacao Ambiental e Sustentabilidade (ESCAS); RS1 = Centro de Pesquisas e
Conservacdo da Natureza Pro-Mata (CPNP- Pré-Mata); SC1 = Estacdo
Experimental de Urussanga.

80



