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PENHA, Rafael Elias da Silva. Estrutura genética de Euglossa iopoecila (Apidae,
Euglossini) em remanescentes de Mata Atlantica. 73p. Dissertacdo (Mestrado em
Genética e Biologia Molecular) - Universidade Estadual de Londrina. Londrina, 2014.

RESUMO

Euglossa iopoecila € uma das espécies de Euglossini com distribuicdo restrita a
Mata Atlantica, sendo encontrada apenas em dominios de Floresta Ombrdfila
Densa. Esta espécie apresenta uma variagdo de cor ao longo de sua amplitude de
ocorréncia e tem sido foco de uma discussdo sobre seu real status taxondémico.
Levando em consideragdo a importancia e a auséncia de estudos genéticos de
populagdes de E. iopoecila, este trabalho teve como objetivo obter informacdes
sobre a estrutura genética de populagdes desta espécie, distribuidas ao longo de
remanescentes de Mata Atlantica, onde sdo encontrados individuos apresentando
coloragao variando de azul-violeta a verde. Assim, foram analisadas amostras de
cinco populagdes de E. iopoecila, distribuidas em remanescentes florestais entre os
estados do Parana e Rio de Janeiro. As cinco areas de estudo foram: Reserva
Natural Salto Morato — SM (PR), llhabela — 1B, Ubatuba — UB e S&o Sebastido — SS
(SP) e Reserva Biolégica Unido — RJ, no estado do Rio de Janeiro. Nas analises
foram empregados marcadores microssatélites e mitocondrial (segmento de 651 pb
do Cyt b).Os resultados com marcadores mitocondriais revelaram niveis mais
elevados de estruturagdo genética entre as populagbes estudadas do que os
detectados pelos marcadores microssatélites, fato que pode estar refletindo, em
parte, o comportamento filopatrico das fémeas destas abelhas. Uma significativa
correlagao positiva foi encontrada entre distancia genética e distancia geografica,
sugerindo um maior fluxo génico entre populagdes mais préximas geograficamente.
Nossos resultados também sugerem que a forte estruturagdo revelada pelo
marcador mitocondrial pode estar relacionada a processos evolutivos mais antigos,
envolvendo eventos historicos ocorridos durante o Pleistoceno.

Palavras-Chave: Abelhas das orquideas. Diversidade genética. Marcadores
microssatélites. DNAmt. Cyt b.



PENHA, Rafael Elias da Silva. Genetic structure of Euglossa iopoecila (Apidae,
Euglossini) from Atlantic Forest remnants. 73p. Master Dissertation (Genetics
and Molecular Biology) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2014.

ABSTRACT

Euglossa iopoecila is a Euglossini species with restricted distribution to Atlantic
Forest, found only in areas of Dense Ombrophylous Forest. This species has a color
variation throughout its distributional range and it has been focus of debateregarding
the real taxonomic status of this species. Considering the importance and the
absence of genetic population studies onE. iopoecila, this study aimed to obtain
information on the genetic structure of populations of this species distributed
throughout Atlantic Forest remnants, where individuals show variations in their
integument color, ranging from blue-violet to green. Thus, samples of five populations
of E. iopoecilacollected in forests Atlantic Forest remnants in the states of Parana,
Sao Paulo and Rio de Janeirowere analyzed. The five study areas were: Reserva
Natural Salto Morato — SM (PR), Illhabela — 1B, Ubatuba — UB and S&o Sebastido —
SS (SP) and Reserva Bioldgica Uniao — RJ, in Rio de Janeiro state. In the analyzes
were used microsatellite and mitochondrial markers (segment of 651 pb of Cyt b).
The results with mitochondrial markers showed higher levels of genetic structure
among the populations studied than those detected by microsatellite markers, which
may reflect, in part, the filopatric behavior of the euglossine females. A significant
positive correlation was found between genetic distance and geographic distance,
suggestinghigher gene flow between geographically closer populations. Our results
also suggest that the strong genetic structure revealed by mitochondrial analysis may
be related to older evolutionary processes, involving historical events occurred during
the Pleistocene.

Keywords: Orchid bees. Genetic diversity. Microsatellite markers. mtDNA. Cyt b.
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1 INTRODUGAO

As abelhas da tribo Euglossini constituem um grupo que reune cerca
de 200 espécies distribuidas em cinco géneros: Euglossa, Eufriesea, Eulaema,
Exaerete e Aglae (DRESSLER, 1982; ROUBIK; HANSON, 2004). Sao abelhas
frequentemente de colorido metalico e voo rapido (DRESSLER, 1982), com
ocorréncia restrita as Ameéricas, onde apresentam uma faixa de distribuicdo
geografica que abrange desde o sul dos Estados Unidos até a provincia de Cérdoba
na Argentina (ROUBIK; HANSON, 2004; NEMESIO, 2009).

Este grupo de abelhas passou a ser mais bem estudado a partir da
década de 1960, com a utilizacdo de iscas-odores para a atragao dos machos
(DODSON et al., 1969). Desde entdo, varias espécies foram e continuam a ser
descritas, inclusive no Brasil (ANJOS-DA-SILVA; REBELO, 2006; NEMESIO, 2009;
FARIA; MELO, 2011; NEMESIO, 2012, NEMESIO; SANTOS JR; SANTOS, 2013),
onde a riqueza do grupo é uma das mais elevadas (REBELO, 2001).

A tribo Euglossini & considerada extremamente importante a
polinizagdo nos neotrépicos, devido a alta representatividade do grupo entre as
comunidades de abelhas neotropicais (podendo chegar a constituir 25% da
diversidade em algumas matas) (ROUBIK; HANSON, 2004), a grande capacidade
de voo que muitas espécies possuem (JANZEN, 1971) e ao numero expressivo de
familias vegetais popinizadas por tais abelhas (ROUBIK; HANSON, 2004).

Conhecidas popularmente como abelhas das orquideas pela intima
associacao que os machos destas abelhas tém com varias espécies de Orchidaceae
(ACKERMAN, 1983), as abelhas Euglossini sdo consideradas também importantes
polinizadores das orquideas nos neotropicos (DRESSLER, 1968, 1982;
ACKERMAN, 1983; ROUBIK; HANSON, 2004). De fato, tais abelhas polinizam e
coletam fragrancias de pelo menos 650 espécies de orquideas neotropicais
(ACKERMAN, 1983). Para coletar compostos florais aromaticos, os machos
escovam a fonte floral com os tarsos anteriores e transferem as substancias
coletadas para as tibias posteriores que sdo modificadas para a deposi¢cao de
fragrancias(DODSON et al., 1969; WILLIAMS; WHITTEN, 1983; ROUBIK; HANSON,
2004). As substancias aromaticas sao coletadas em flores de orquideas e outras
fontes florais e extraflorais. Dentre as fontes de compostos aromaticos nao-florais

estdo madeiras podres, frutos em decomposicdo, tronco de arvores e fezes
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(ACKERMAN, 1983; ELTZ et al., 2007). Acredita-se que a coleta de fragrancias
pelos machos esteja relacionada com atividades de comunicagao e reprodugao, no
entanto, ndo se sabe até o momento o verdadeiro papel dos compostos aromaticos
nestas atividades (WILLIAMS; WHITTEN, 1983; ELTZ et al., 2007).

Do total de espécies conhecidas de Euglossini, aproximadamente
500correm na Mata Atlantica (NEMESIO, 2009), e metade deste total de espécies
ocorre exclusivamente neste bioma. Constituindo um dos principais hotspots de
biodiversidade do planeta, a Mata Atlantica € amplamente reconhecida pelo alto
grau de endemismos de varias de suas espécies (MYERS et al., 2000; LAURANCE,
2009).Euglossa iopoecilaDressleré uma espécie de Euglossini com ocorréncia
restrita a areas de Floresta Ombréfila Densa da Mata Atlantica, da costa litoranea
brasileira (FARIA JR; MELO, 2007; NEMESIO, 2009). Esta espécie pertence ao
subgénero  Glossura, o0 qualcaracteristicamente apresenta uma lingua
excepcionalmente longa, podendo ultrapassar o propriotamanho do corpo da
abelha(ROUBIK, 2004). Dentre as espécies deste subgénero estdo Euglossa
imperialisCockerell,Euglossa annectansDresslere Euglossa stellfeldi Moure(MOURE;
MELO; FARIA JR., 2012).

A espécie E. iopoecilatem sido alvo de discussao taxondmica nos
ultimos anos (FARIA JR; MELO, 2007; NEMESIO, 2009). Segundo Faria Jr e Melo
(2007), as populagdes desta espécie, ao longo de sua faixa de distribuigdo,
apresentam variagao na coloragdo do tegumento, sendo azul-violeta, nos limites
mais ao sul de distribuicdo desta espécie (Santa Catarina e Parana), e verde
metalico, em diregcdo aos limites mais ao norte de ocorréncia desta abelha (ex.
Espirito Santo e Bahia). Ainda segundo estes autores, tal variagdo parece ser
gradual, mostrando tons intermediarios entre azul-violeta e verde, nas populag¢des
com ocorréncia em areas intermediarias aos extremos de distribuicdo de E.
iopoecila. Mais recentemente o limite de distribuicdo reconhecido para E.
iopoecilapassou a abranger 0s seguintes estados
brasileiros:Pernambuco,Alagoas,Bahia,Espirito Santo, Rio de Janeiro,Sao Paulo,
Parana e Santa Catarina (MOURE; MELO; FARIA JR., 2012). Contudo, Nemésio
(2009) argumenta que as abelhas de coloragdo verde metalico, que ocorrem desde
o estado do Rio de Janeiro até estados do nordeste brasileiro, constituem membros
de uma espécie distinta de E. iopoecila, sendo tal espécie descrita, em 2009,

comoEuglossa roubiki. Em duas publicagdes recentes, este autor relata também a
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ocorréncia de E. roubikipara o estado de Alagoas (NEMESIO, 2010) e em uma
regido mais distante na costa leste brasileira (NEMESIO, 2012). Contudo, Suzuki et
al. (2011), com base no sequenciamento da regido barcode (segmento do gene
mitocondrial da citocromo oxidase | ou COI), sugerem que E. roubikie E. iopoecila
constituem, de fato, uma mesma espécie.Faria Jr e Melo (2007) atribuem a variagéao
na coloracdo de E. iopoecila ao longo de sua area de distribuicdo a gradientes
latitudinais.

De qualquer modo, as diferencas nos padrdes de coloragdo de E.
iopoecila, fazem desta espécie um objeto interessante para estudos genéticos, uma
vez que tais diferencas de coloracdo podem estar representando populagbes ou
subespécies distintas, justificando, assim, um estudo genético mais aprofundado
envolvendo E. iopoecila.

Estudos genéticos envolvendo abelhas tém como peculiaridade o
fato destes insetos, assim como os demais himendpteros, possuirem um sistema
haplodiploide de determinacdo sexual. Neste grupo de insetosos machos sao
organismos, usualmente, haploides, produzidos, a partir de ovos nao fertilizados (por
arrenotoquia)e, portanto hemizigotos, enquanto as fémeas séo individuos diploides,
produzidas a partir de ovos fecundados. Contudo, machos diploides podem também
ser produzidos, sendo estes em geral estéreis (UNRUH; MESSING, 1993; COOK;
CROZIER, 1995).Neste caso, tais machos apresentam o loco de determinagao
sexual, o qual é de carater multialélico, em homozigose (UNRUH; MESSING, 1993;
COOK; CROZIER 1995; BEYEet al., 2003; HEIMPEL; DE BOER, 2008). Machos
diploides sdo conhecidos para populagdes naturais de algumas espécies de
Hymenoptera (UNRUH; MESSING, 1993), inclusive para varias espécies da tribo
Euglossini (LOPEZ-URIBE;ALMANZA; ORDONEZ, 2007; ZAYED; PACKER, 2005;
SOUZA et al., 2010). As fémeas sao, como ja destacado, produzidas de ovos
fertilizados, nos quais o locode determinagao sexual apresenta-se em heterozigose,
ou seja, sdo heterozigotas neste loco (UNRUH; MESSING, 1993 BEYE et al., 2003
HEIMPEL; DE BOER, 2008).

Este sistema de determinagao sexual, como ocorre em varios grupos
de abelhas, €& conhecido por sI-CSD (Single-locus Complementary Sex
Determination) ou determinagdo sexual complementar em um unico loco, sendo tal
sistema uma caracteristica ancestral dentro de Hymenoptera (ZAYED; PACKER,
2005; HEIMPEL; DE BOER 2008).
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Alguns autores tém associado a maior probabilidade de ocorréncia
de machos diploides a redugdo dos tamanhos populacionais destes insetos, que
resulta na perda da diversidade alélica no loco CSD(ZAYED; ROUBIK; PACKER,
2004; ZAYED, 2009). Entre as principais causas para os declinios populacionais de
abelhas e outros hymendpteros estdoa destruicdo de florestas, fragmentacao e
perda de habitats e uso indiscriminado de agroquimicos(BIESMEIJER et al., 2006;
ZAYED, 2009; POTTS et al., 2010).

No Brasil, a Mata ou Floresta Atlantica, que no passado ocupava
uma area de 1.315.460 km?compde atualmente uma paisagem formada por um
conjunto de fragmentos florestais, em diferentes estados de conservacgado, que
ocupam uma area de apenas 10% aproximadamente da floresta original
(MORELLATO; HADDAD, 2000; RIBEIRO et al., 2009; FUNDACAO SOS MATA
ATLANTICA; INPE, 2011).Localizada na regido mais populosa do Brasil, a Mata
Atlantica sofreu séculos de exploracdao de madeira, campos agricolas, fazendas,
plantagdes de arvores exoticas e caga. Apenas 1% da floresta original esta hoje
protegida em reservas e maior parte do restante foi destruida ou fragmentada em
cerca de duzentos e cinquenta mil pedacos de floresta. Oito décimos destes
fragmentos sobreviventes sdo muito pequenos (menos de 0,5 km? de area) e
isolados, sendo assim altamente vulneraveis aos efeitos de borda. Praticamente n&o
ha grandes fragmentos protegidos de Mata Atlantica (> 1.000 km?), como
consequéncia, neste cenario fragmentado, populagdes de muitas espécies animais
encontram-se sob o risco de extincado(LAURANCE, 2009).

Reconhecida como um dos mais importantes e ameacados hotspots
de biodiversidade do planeta (MYERS et al., 2000; LAURENCE, 2009), no passado,
a Mata Atlantica constituiu uma das maiores florestas das Américas, distribuindo-se
em condicdbes ambientais altamente heterogéneas (RIBEIRO et al.,, 2009).
Abrangendo uma variagao latitudinal de 29°, os dominios deste bioma avangam para
dentro de regides tropicais e subtropicais, ao longo de uma ampla faixa latitudinale
longitudinal, e em diferentes altitudes, condi¢des estas, que em conjunto, contribuem
para a variedade da composicao floristica deste bioma. Além disto, todas estas
caracteristicas geograficas contribuem para os elevados graus de endemismo da
fauna e flora da Mata Atlantica (RIBEIRO et al., 2009).

Em termos de composicao floristica diferentes tipos de ecossistemas

vegetais fazem parte da Mata Atlantica, dentre os quais se destacam: Floresta
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Ombrofila Densa, Floresta Estacional Semidecidual, Floresta Ombroéfila Mista
(MORELATTO; HADDAD, 2000; GALINDO-LEALEt al., 2005).

Estudos tém mostrado que dentro da ampla faixa de variagcéo
latitutinal da Mata Atlantica, a diversidade de espécies da tribo Euglossini decresce
do norte em direcdo ao sul da América do Sul (WITTMANN et al., 1988; REBELO,
2001; NEMESIO, 2010; MATTOZO; FARIA; MELO, 2011).Como mencionado
anteriormente, E. iopoecila € uma espécie encontrada em uma extensa faixa de
latitude ao longo da costa brasileira (FARIA JR; MELO, 2007).Apesar de ser esta,
uma espécie endémica a Mata Atlantica e de ocorrer apenas nos dominios de
Floresta Ombréfila Densa (FARIA JR; MELO, 2007; NEMESIO, 2009), a qual
representa uma das fitofisionomias mais severamente ameacadas deste bioma, nao
se tem até o momento conhecimento das condi¢des de preservacao das populacoes
desta espécie.

Alguns estudos envolvendo abelhas Euglossini tém indicado que tais
abelhas, ou pelo menos algumas espécies,sdo sensiveis a fragmentacao florestal
(POWELL; POWELL, 1987; SOFIA; SUZUKI, 2004; BROSI, 2009; GIANGARELLI et
al., 2009). Por exemplo, Brosi (2009) encontrou que a abundancia destas abelhas se
mostrou positivamente correlacionada ao tamanho dos fragmentos florestais que
este autor amostrou. Por sua vez, Powell e Powell (1987) relatam que a
fragmentacao florestal pode comprometer o deslocamento de algumas espécies, as
quais se mostraram incapazes de transpor areas desmatadas.

Sabe-se que o declinio e isolamento de populagbes estdo entre as
principais causas de perda de diversidade genética (FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2008). Contudo, a variabilidade ou diversidade genética € uma condic&o
necessaria para evolugado. As vantagens de um estoque de variagao sao evidentes:
quanto maior o numero de gendtipos em uma populagdo maior sera sua
possibilidade de suportar mudancas estacionais ou temporais (SODRE; ALMEIDA
CHIARI, 2002). A habilidade de uma espécie em responder a selegéo € dependente
da presenca de variagdes herdaveis. Se a variagao genética estiver presente dentro
de uma espécie, qualquer alteragdo nas pressodes seletivas devido a mudangas
ambientais aumentara a possibilidade de que alguns individuos possam sobreviver e
se reproduzir (LOWE;HARRIS; ASHTON, 2004). Diante deste fato, a International

Union for Conservation of Nature (IUCN), a primeira organizagao internacional para
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a conservacao, reconhece a necessidade de conservar a diversidade genética como
uma das trés prioridades globais de conservagao.

Uma etapa inicial importante para o desenvolvimento do manejo e
conservagao in situ diz também respeito ao conhecimento da distribuicdo da
diversidade genética dentro e entre populacbes de uma espécie. Para isto, deve-se
levar em conta se uma espécie esta distribuida como apenas uma populagdo, ou
como populagdes geneticamente diferentes, e qual € o grau de interagao entre elas
(HILSDORF; PETRERE, 2002).

Muitas populagbes ao redor do mundo tornaram-se fragmentadas
como resultado das atividades humanas. Os impactos da fragmentagdo das
populagdes sobre a diversidade genética, diferenciagdo, endogamia e risco de
extingdo dependem do nivel de fluxo génico entre as populagdes fragmentadas. Ao
mesmo tempo, particularmente, no que se refere a ambientes florestais que foram
fragmentados, ha que se levar em conta ainda outros fatores, como: o numero de
fragmentos ocupados por tais populagdes, distribuicdo dos tamanhos populacionais
nos fragmentos e distribuicdo geografica das populagdes, distdncia entre os
fragmentos, habilidade de dispersdo das espécies, ambiente da matriz entre os
fragmentos e seu impacto sobre a dispersao, tempo desde a fragmentacao e taxas
de extingdo e recolonizagdo nos fragmentos (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE,
2008).

Além disto, analisar a estrutura da populagdo e o fluxo génico na
natureza é imprescindivel para a compreensdao de uma variedade de fendbmenos,
como a especiagado e processos biogeograficos (CRISPO; CHAPMAN, 2010). A
estrutura genética populacional refere-se a distribuicdo heterogénea (ndo aleatdria)
dos alelos e gendtipos no espaco e no tempo resultante da agao de forgas evolutivas
tais como: mutagido, migragcao, selegcao natural e deriva genética que atuam dentro
do contexto de cada espécie e populacdo (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).

Mesmo diante de evidéncias do declinio nas populacdes de abelhas
em todo mundo, os fatores genéticos relacionados a este declinio foram,no inicio,
completamente negligenciados, apesar da reconhecida importancia destes na
extingdo de populacdes e espécies (ZAYED, 2009). Particularmente, nos estudos
com Euglossini, até o momento, ainda s&o poucos os trabalhos voltados ao
conhecimento da diversidade e estrutura genética de populagbes destas abelhas,

sendo estes limitados a um numero restrito de espécies (SUZUKI et al.,
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2010;CERANTOLA et al., 2011; ZIMMERMANN et al., 2011; FREIRIA et al., 2012).
Zimmermann et al.(2011), analisando a estrutura genética de duas espécies de
Euglossini no México, apontam que a diferenciagdo genética entre as populagdes
estudadas parece estar relacionada ao tamanho das areas estudadas. Dentre os
trabalhos existentes alguns foram realizados com populagdes de algumas espécies
de Euglossini presentes em remanescentes de Mata Atlantica brasileira (SUZUKI et
al., 2010;ROCHA FILHO 2011; BOFF, 2012; FREIRIA et al., 2012). No caso de E.
lopoecila, ainda ndo ha trabalhos na literatura relacionados ao conhecimento da
estrutura e diversidade genética populacional desta espécie.

Inferéncias sobre fluxo génico, variabilidade e estrutura genética em
populagdes naturais podem ser feitas por meio de diversas técnicas de biologia
molecular disponiveis para a detecgdo de polimorfismos genéticos ao nivel do DNA
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998). Segundo estes autores, o desenvolvimento
da tecnologia da reacdo de polimerase em cadeia (PCR — Polymerase Chain
Reaction) causou uma revolugdo na biologia como ferramenta poderosa para
estudos moleculares, envolvendo grande numero de individuos de qualquer
organismo.

Variagcbes da técnica de PCR passaram a ser usadas na obtencao
de diferentes tipos de marcadores, sejam estes de origem nuclear ou mitocondrial
(FERREIRA;  GRATTAPAGLIA, 1998). Nas duas ultimas décadas,
osmicrossatélites,os quais sdo marcadores de origem nuclear, estdo entre os mais
usados em estudos populacionais (AVISE, 2004). Os marcadores microssatélites
correspondem a sequéncias repetidas, de tamanho relativamente pequeno (1 a 6
pb), também conhecidos como sequéncias simples repetidas (SSRs - Single
Sequence Repeats) ou repeticbes curtas em tandem (STRs - Short Tandem
Repeats).Os microssatélites sdomarcadores codominantes, que constituem um tipo
unico de sequéncia gendmica de DNA ndo codificante repetida em tandem,
distribuidas abundantemente pelo genoma eucariético e que demonstram altos
niveis de polimorfismo alélico (AVISE, 2004; OLIVEIRA et al., 2006; SOLE-CAVA;
CUNHA, 2012). Tais marcadores geralmente estendem-se de vinte a algumas
centenas de bases (CHISTIAKOV; HELLEMANS; VOLCKAERT, 2006).Dentro da
classe de marcadores moleculares existentes, os microssatélites sdo os que
ocorrem em maior frequéncia. As estimativas da taxa de mutagcao de microssatélites

em E. coli em sistemas invivo sdo elevadas (10), quando comparadas & taxa de
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mutacgdo de ponto que ocorre na ordem de 10° e 107"° (HANCOCK, 2000). Varios
mecanismos tém sido sugeridos para explicar a alta taxa de mutagdo dos
microssatélites gerando a variagdo no numero de repeticbes em tandem: erros
durante a recombinagéo, eventos de crossing-over desiguais e deslizamento da
DNA polimerase durante a replicagao ou reparo (OLIVEIRA et al., 2006).

A distribuicdo dos microssatélites no individuo é fungao da histéria
de evolugdo do genoma e dos efeitos da pressdo de selegcdo. Os locos SSR
parecem ser geneticamente estaveis, possuem expressdao codominante, sao
altamente multialélicos e apresentam segregacao mendeliana. Em uma populagéo,
todos os alelos daquele loco podem ser detectados e discriminados, fazendo com
gue os microssatélites estejam entre os marcadores moleculares mais apropriados
para mapeamento genético e fisico de genomas, para a identificagdo e
discriminagdo de gendtipos e estudos de genética de populagbes (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998; FUNGARO; VIEIRA, 2001; OLIVEIRA et al., 2006).

Quando sequéncias unicas que flanqueiam um dado microssatélite
sdo conhecidas, primers complementares podem ser sintetizados e utilizados como
iniciadores loco-especifico em reagdes de PCR. A detecg¢ao de sequéncias SSR via
PCR é feita por meio das técnicas de eletroforese automatica em sequenciadorou
utilizando-se gel de poliacrilamida.Neste ultimo caso, énecessariaa adequagéoda
concentragédo do gel para a separagao de segmentos que diferem por poucos pares
de bases. Os produtos de amplificagao de diferentes individuos, visualizados apds a
eletroforese, geralmente diferem em tamanho, em funcdo de serem frequentes na
populacdo, diferencas no numero de unidades de repeticbes no loco de
microssatélite. Cada unidade de microssatélite assim detectada é um loco polialélico
e, em um individuo diploide, a amplificacdo de um loco resultara em uma ou duas
bandas, respectivamente, dependendo se € um homozigoto ou heterozigoto
(FUNGARO; VIEIRA, 2001).

Os microssatélites apresentam vantagens sobre os métodos
classicos na analise da estrutura genética de populagdes, tais como: a heranga das
caracteristicas detectadas pode ser facilmente demonstrada, os locos sé&o
codominantes e as frequéncias alélicas podem ser calculadas diretamente sem a
necessidade de delineamentos genéticos; as estimativas da variabilidade genética
podem ser comparadas diretamente entre populagdes ou espécies e um conjunto de

locos pode ser acessado usando-se uma pequena quantidade de material. A
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utilizacdo de microssatélite, pela sua neutralidade, apresenta como principal
vantagem a possibilidade de caracterizagao de forgas evolutivas sem a influéncia da
selecdo, permitindo maior compreensdo do comportamento das populagdes
naturais, em termos de deriva genética e migragdo (CHISTIAKOV; HELLEMANS;
VOLCKAERT, 2006).

Apesar da importancia dos microssatélites para estudos de evolugao
e conservagao genética, relacionam-se trés pontos que merecem ser levados em
consideragao: a heterozigosidade tende a ser alta dentro das populag¢des, o que
acaba produzindo baixa diferenciagcdo entre elas; os locos sdo extremamente
sensiveis a redugcdo do tamanho populacional podendo gerar, portanto, elevadas
distancias genéticas; e, como os marcadores sdo neutros, as diferengas estatisticas
significativas podem n&o estar correlacionadas com diferenga biologicas
expressivas, tanto pela falta de correlagdo entre os locos adaptativos e os locos
altamente variaveis, como também pelo poder estatistico intrinseco desses locos,
que é bastante elevado (KARASAWA, 2005).

Um dos grandes problemas na utilizagdo dos marcadores
microssatélites € o grande volume de trabalho necessario e o alto custo para o
desenvolvimento de primers especificos para um dado loco de uma espécie. Porém,
tem sido observado que ocorre conservagao de sitios de microssatélite entre
espécies relacionadas. E possivel, portanto, aproveitar primers, denominados
heterélogos, que foram desenvolvidos para uma espécie e emprega-los no estudo
das demais espécies do género ou géneros da mesma familia; este atributo dos
microssatélites € conhecido como transferabilidade ou amplificacdo espécie cruzada
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; CHISTIAKOV; HELLEMANS; VOLCKAERT,
2006; OLIVEIRA et al., 2006).

No caso de abelhas Euglossini, alguns poucos primers de
microssatélites foram descritos nos ultimos anos para um numero limitado de
espécies destas abelhas (SOUZA et al., 2007; PAXTON et al., 2009; LOPEZ-URIBE
et al., 2011). Tais primers tém sido usados para o estudo de diferentes espécies de
Euglossini, quer sejam estas espécies para os quais os primers foram descritos
(CERANTOLA et al., 2011; BOFF, 2012) ou espécies distintas (ZIMMERMANN et al.,
2011; FREIRIA et al., 2012). O desenvolvimento de primers de microssatélites é feito
a partir da técnica conhecida como biblioteca enriquecida de microssatélites, que

consiste na obtencao de sequéncias de primers para regides flanqueadoras de SSR
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(ZANE et al., 2002).Em 2009, Paxton et al. descreveram primers de microssatélites
para Euglossa annectans, uma espécie pertencente ao subgénero Glossura, o
mesmo de E. iopoecila.

Outro marcador utilizado para estudos de populacbes e
filogeografico € o DNA mitocondrial (DNAmt), sendo que este marcador possui
caracteristicas genéticas e estruturais peculiares e unicas. De um modo geral, o
DNAmt constitui um genoma pequeno (aproximadamente 16 Kb) e circular, de
heranga uniparental, geralmente materna, o qulpossui poucos genes (cerca de 37
genes) e ndo sofre recombinacdo. E considerado um genoma compacto, pois
raramente possui sequencias espacadoras, repetitivas, pseudogenes e introns. A
ordem dos genes e o conteudo génico, geralmente, do DNAmt é bastante
conservado, mas possui mutacdo por substituicio de base muito alta, quando
comparada ao genoma nuclear (ARIAS; FRANCISCO; SILVESTRE, 2003; AVISE,
2009; ARIAS; INFANTE-MALACHIAS 2012, CALCAGNOTTO, 2012). Segundo
Perez-Sweeney, Rodrigues e Melnick (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 populacdes, fornecendo dados sobre a evolugéo e
dispersado dos organismos. O gene mitocondrial Cyt b tem sido usado em diferentes
estudos com abelhas (LEYS; COOPER; SCHWARZ,2000; SUZUKI et al., 2010;
FRANCISCO, 2012), bem como em estudos populacionais com abordagens
evolutivas. O Cyt b, por ser um gene codificador para o citocromo b, esta entre os
genes mitocondriais mais conservados entre os organismos (ARIAS; INFANTE-
MALACHIAS, 2012).

Assim, enquanto a utilizagdo de marcadores de microssatélites esta
geralmente relacionada com estudos de populagdes, os marcadores mitocondriais
estdo mais relacionados aos estudos de filogeografia (STORFER, 2007; AVISE,
2009). As diferengas nas suas taxas médias de mutagéo justificam as suas distintyas
aplicabilidades. Ou seja, enquanto ataxa média de mutagdo(u) do DNAmt € de 6 x
10°®, os marcadores de microssatélites apresentam uma taxa média de mutacédo de
5 x 10*(GOLDSTEIN; SCHOTTERER 2000; HAAG-LIAUTARD et al., 2008). Deste
modo, em razao de tais diferencas entre ambos os marcadores, os microssatélites
sao mais informativos para processos microevolucionarios recentes ou em curso,
enquanto os marcadores mitocondriais s&o mais adequados para processos

microevolutivos histéricos (WANG, 2010). De acordo com Wang (2010), estudos que
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utilizam os marcadores de microssatélites e DNAmt podem investigar a distribuicao
da variacdo genética sobre diferentes escalas temporais e espaciais, a utilizacao
deDNAmt para examinar processos historicos e microssatélites para investigar
processos contemporaneos, € importante para mostrar forcas microevolutivas que

influenciaram e continuam a influenciar na distribuicao da variagdo genética.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo geralobter informagdes, com
base em marcadores microssatélites e mitocondrial, sobre a diversidade e estrutura
genética de populagdes de E. iopoecila, distribuidas ao longo da Serra do Mar, nas

regides sul e sudeste do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar a diversidade de alelos com primers heterdlogos e
especificos para regides de microssatélites em cinco populagdes
de E. iopoecila ao longo da Serra do Mar;

e Caracterizar a diversidade haplotipica de E. iopoecila com base
em um marcador mitocondrial (segmento do gene Cyt b);

e Determinar a estrutura genética de populagdes de E. iopoecila
presentes nos diferentes remanescentes estudados;

e Obter informagbes sobre a diversidade e estruturacdo genética
depopulacdes de E. iopoecila presentes em uma ilha proxima ao

continente.
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3 TRABALHO

Estrutura genética populacional da abelha Euglossa iopoecila (Apidae,

Euglossini) de remanescentes de Mata Atlantica

Trabalho a ser submetido a Revista Molecular Ecology

Fator de Impacto: 5,522

RESUMO

Euglossa iopoecila € uma das espécies de Euglossini com distribuicdo restrita a
Mata Atlantica, sendo encontrada apenas em dominios de Floresta Ombrdfila
Densa. Esta espécie apresenta uma variagdo de cor ao longo de sua amplitude de
ocorréncia e tem sido foco de uma discussao seu sobre real status taxondémico.
Levando em consideragdao a importancia e a auséncia de estudos genéticos de
populagdes de E. iopoecila, este trabalho teve como objetivo obter informacdes
sobre a estrutura genética de populagbes desta espécie distribuidas ao longo de
remanescentes de Mata Atlantica, onde sdo encontrados individuos apresentando
coloragao variando de azul-violeta a verde. Assim, foram analisadas amostras de
cinco populagdes de E. iopoecila, distribuidas em remanescentes florestais entre os
estados do Parana e Rio de Janeiro. As cinco areas de estudo foram: Reserva
Natural Salto Morato — SM (PR), llhabela — 1B, Ubatuba — UB e S&o Sebastido — SS
(SP) e Reserva Biolégica Unido — RJ, no estado do Rio de Janeiro. Nas analises
foram empregados marcadores microssatélites e mitocondrial (segmento de 651 pb
do Cyt b).Os resultados com marcadores mitocondriais revelaram niveis mais
elevados de estruturagdo genética entre as populagbes estudadas do que os
detectados pelos marcadores microssatélites, fato que pode estar refletindo, em
parte, o comportamento filopatrico das fémeas destas abelhas. Uma significativa
correlagao positiva foi encontrada entre distancia genética e distancia geografica,
sugerindo um maior fluxo génico entre populagdes mais préximas geograficamente.
Nossos resultados também sugerem que a forte estruturagdo revelada pelo
marcador mitocondrial pode estar relacionada a processos evolutivos mais antigos,
envolvendo eventos historicos ocorridos durante o Pleistoceno.

Palavras-chave: Abelhas das orquideas. Diversidade genética. Marcadores
microssatélites. mtDNA. Cyt b.

3.1 INTRODUCAO

As abelhas da tribo Euglossini (Hymenoptera, Apidae), conhecidas
como abelhas das orquideas, sdo encontradas primariamente nos neotropicos, onde
sdo responsaveis pela polinizacdo de diversas espécies de Orchidaceae e dezenas

de outras familias de angiospermas (Roubik & Hanson 2004). O grupo possui cerca
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de 200 espécies, distribuidas em cinco géneros (Euglossa, Eufriesea, Eulaema,
Exaerete e Aglae), e apresenta uma ampla faixa de distribuicdo, que abrange desde
o0 sul dos Estados Unidos e Norte do México até a provincia de Cordoba na
Argentina (Dressler 1982; Roubik & Hanson 2004; Nemésio 2009). Do conjunto de
espécies da tribo, cerca de 50 ocorrem em areas de Mata Atlantica (Nemésio &
Silveira 2007; Nemésio 2009), sendo metade deste total, espécies endémicas a este
ameacado bioma Neotropical. Dentre estas, Euglossa iopoecila Dressler € uma
espécie com ocorréncia restrita a areas de Floresta Ombrdéfila Densa da Mata
Atlantica da costa litoranea brasileira (Faria Jr & Melo 2007; Nemésio 2009).

Segundo Faria Jr & Melo (2007), as populagcbes desta espécie, ao
longo de sua faixa de distribuicdo, apresentam variagao de coloragdo do tegumento,
o qual varia de azul-violeta, mais ao sul (estados de Santa Catarina e Parana), até
verde (Espirito Santo e Bahia). Ainda segundo com estes autores, tal variagdo de
coloragcdo no tegumento parece ser gradual, mostrando tons intermediarios entre
azul-violeta e verde, nas populagcdes com ocorréncia em areas intermediarias aos
extremos de distribuicdo de E. iopoecila. Entretanto, tal variagdo na coloragéo de E.
iopoecila levou Nemésio (2009) a descrever as abelhas com coloragao verde como
uma nova espécie, Euglossa roubiki. Em duas publicagbes recentes, este autor
relata também a ocorréncia de E. roubiki para o estado de Alagoas (Nemésio2010) e
para uma regido mais distante na costa leste brasileira (Nemésio2012). Dentro desta
discussao sobre o status taxondmico das abelhas dos espécimes exibindo coloragao
verde do tegumento, Suzuki et al. (2011), com base no sequenciamento da regido
barcode (segmento do gene mitocondrial da citocromo oxidase | ou COIl), sugerem
que E. roubikie E. iopoecila constituem de fato uma mesma espécie.

Outro aspecto interessante envolvendo E. iopoecila diz respeito ao
fato desta espécie ter se mostrado abundante em uma area de continente no estado
de S&o Paulo e a mesma ndo ter sido coletada em uma ilha localizada a cerca de
600m do ponto mais préximo do continente, na mesma regido de estudo (Rocha
Filho 2011). Embora ndo haja estudos sobre a capacidade de dispersao de E.
iopoecila, estudos com outras espécies de Euglossini indicam que, de um modo
geral, estas abelhas s&o dotadas de grande capacidade de voo e dispersao (Janzen
1971), sendo capazes, inclusive, de transpor corpos d’agua (Dressler 1982; Murren
2002; Wikelski et al. 2010). Entretanto, se a transposi¢cédo de corpos d’agua, com

consequente isolamento de algumas ilhas, constitui uma condi¢ao limitante para E.
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iopoecila, espera-se para as populacdes insulares desta espécie maiores riscos de
extingcdo resultantes de redugdes nos tamanhos populacionais, perda de
variabilidade genética, efeitos de endogamia entre outros fatores (Frankhamet al.
2008).Neste contexto,abordagens genéticas voltadas ao maior conhecimento da
diversidade genética de populagdes insulares desta espécie de Euglossini se tornam
particularmente interessantes.

Até o momento sao poucos os estudos voltados ao conhecimento da
diversidade e estrutura genética de populagcbes de abelhas Euglossini, sendo estes
limitados a um numero restrito de espécies (Suzuki et al. 2010;Cerantola et al. 2011;
Zimmermann et al. 2011; Freiriaet al. 2012). Zimmermann et al. (2011), analisando a
estrutura genética de duas espécies de Euglossini no México, sugerem que a
diferenciagao genética entre as populac¢des destas abelhas parece estar relacionada
ao tamanho das areas estudadas. Outros estudos tém mostrado evidéncias de que
as abelhas Euglossini, ou pelo menos algumas espécies, sdo sensiveis ao impacto
ambiental (Brosi 2009; Giangarelli et al. 2009). Particularmente no caso de E.
ilopoecila, até o momento, ndo ha trabalhos na literatura relacionados a estudos de
genética populacional com esta espécie.

Para os estudos populacionais os marcadores de microssatélites
estdo entre um dos mais utilizados, por serem marcadores altamente informativos
para este tipo de estudo (Avise 2004). Outro marcador utilizado para estudos de
populagdes e filogeograficos € o DNA mitocondrial (DNAmt), sendo que este
marcador possui caracteristicas genéticas e estruturais peculiares e unicas. Dentre
as caracteristicas deste marcador, em um modo geral, podemos citar que é: genoma
pequeno (aproximadamente 16Kb) e circular; é de heranga uniparental, geralmente
materna; nao sofre recombinagdo; é considerado um genoma compacto, pois
raramente possui sequencias espagadoras, repetitivas, pseudogenes e introns; o
conteudo génico e a ordem dos genes geralmente é bastante conservado; possui
mutagao por substituicdo de base muito alta, quando comparada ao genoma nuclear
(Arias et al. 2003; Avise, 2009; Arias & Infante-Malachias 2012, Calcagnotto, 2012).

De acordo com Wang (2010), é interessante utilizar marcadores de
microssatélites e DNAmt para investigar a distribuicdo da variagdo genética sobre
diferentes escalas temporais e espaciais, a utilizacdo de DNAmt para examinar

processos historicos e microssatélites para investigar processos contemporaneos, é
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importante para mostrar forgcas microevolutivas que influenciaram e continuam a
influenciar na distribuicdo da variagao genética

Assim, considerando o exposto, o presente trabalho teve como
objetivo obter informagbes, com base em marcadores microssatélites e
mitocondriais, sobre a diversidade e estrutura genética de populagdes de E.
iopoecila, distribuidas em remanescente de Mata Atlantica das regides sul e sudeste
do Brasil. A escolha de tais marcadores se baseou no fato destes se mostrarem
ferramentas eficientes em estudos populacionais de diferentes organismos
(Avise2004; Solé-Cava & Cunha 2012), sendo os mesmos muito utilizados em
estudos sobre a diversidade genética de populagbes, visandoo manejo e

conservagao de recursos biologicos(Avise, 2004).
3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Areas de Estudo

As coletas de machos de Euglossa iopoecila (Figura 1)foram
realizadas em cinco remanescentes de Mata Atlantica, com vegetacdo do tipo
floresta ombréfila densa, localizados nos estados do Parana, Sado Paulo e Rio de

Janeiro (Figura 2).

Figura 1 - Machos de Euglossa iopoecila coletados: a) na Reserva Natural de Salto
Morato, PR, exibindo coloragdo azul; b) na Reserva Bioldgica Uniao
(Rebio Uniao), RJ, exibindo coloracao verde (Fotos: V. P. ABRAHAO).

5 mm
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No estado do Parana as coletas foram realizadas na Reserva
Natural de Salto Morato (RNSM) (25°10’S; 48°18'W) (SM), localizada no municipio
de Guaraquegaba, litoral norte do estado, nas encostas da Serra do Mar (Figura 2).
A RNSM é uma Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN), possui uma area
de 2.340 hectares e apresenta fitofisionomias variadas de Floresta Atlantica,
predominando na area a formacado do tipo Floresta Ombréfila Densa (FOD). As
coletas em Salto Morato foram realizadas no periodo de abril de 2009 a maio de
2010.



Googleearth
L

Figura 2: Mapa da América do Sul com a indicagédo (pontilhado) da regido incluindo os pontos de coleta nos estados do Parana, Sao Paulo e Rio de
Janeiro.SM = Reserva Natural Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de Picinguaba; SS = PESM Nucleo de Sao Sebastido; IB = Parque
Estadual de llhabela. Imagens: Google Earth (02 de Fevereiro de 2013).
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No estado de Sao Paulo as coletas foram realizadas em duas areas
inseridas no Parque Estadual Serra do Mar (PESM) e uma no Parque Estadual de
llhabela (PEIl). O PESM possui 315 mil hectares,em uma extensdo que abrange
desde a divisa de Sdo Paulo com o Rio de Janeiro até o municipio de Itariri, no sul
do estado, passando por toda a faixa litoranea do estado de Sao Paulo. O PESM
representa a maior porgao continua preservada de Mata Atlantica do Brasil, devido
ao seu tamanho, é administrado por oito nucleos distintos (Rocha Filho 2011). As
coletas foram realizadas em areas administradas pelos nucleos de Sdo Sebastidao
(23°46’S;45°36'W) - (SS) - no municipio de Sao Sebastido, e de Picinguaba
(23°21’S; 44°49’'W) - (UB) - no municipio de Ubatuba.

Representado por um conjunto de ilhas, o PEI localiza-se no
municipio de llhabela e caracteriza-se por ser um parque arquipélago, apresentando
uma area 27.025 hectares, incluindo um total de 12 ilhas, dois ilhotes e duas lajes.
No PEI as coletas foram realizadas na maior ilha do arquipélago, a llha de Sao
Sebastido (23°50’S; 45°21'W) (IB), com 33.593 ha de area, sendo 85% deste total,
areas protegidas pelo PEI (Francisco 2012). A llha de S&o Sebastido fica a
aproximadamente 2.000 metros de distancia do continente.

No estado do Rio de Janeiro as coletas foram realizadas na Reserva
Biologica Unido (Rebio Unido) (22°26°S; 42°01°'W) (RJ), a qual é administrada pelo
Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade — ICMbio. A Rebio Unido
esta localizada na baixada litoranea do estado do Rio de Janeiro, abrangendo os
municipios de Rio das Ostras, Casemiro de Abreu e Macaé. Na representatividade
da Mata Atlantica, a Rebio Unido protege amostras de Floresta Ombrofila Densa,
sendo uma das areas mais bem preservadas da baixada litoranea do estado, apesar
de existirem areas na Rebio Unido em regeneragao, que foram alteradas no
passado.

As coletas foram feitas ao longo de 707 km do Corredor de Mata
Atlantica da Serra do Mar, sendo que a menor distancia esta entre os pontos de Sao
Sebastido (SS) e llhabela (IB) (30 km), (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distancia geografica em quildmetros (km) entre as areas onde as
populagdes de E. iopoecilaforam amostradas (SM = Reserva Natural
Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de Picinguaba; SS
= PESM Nucleo de Sdo Sebastido; IB = Parque Estadual de Ilhabela).

Entre remanescentes Distancia Geografica (km)
SM x RJ 707
SM x UB 405
SM x SS 313
SMx IB 332
RJ x UB 305
RJ x SS 395
RJ x IB 375
UB x SS 68
UB x IB 76
SSxIB 30
3.2.2 Coletas

As metodologias de amostragem dos machos de abelhas foram
baseadas em Sofia & Suzuki (2004) e Aguiar & Gaglianone (2008).Todas as coletas
(exceto da Reserva Natural Salto Morato) foram realizadas em margo de 2012. Os
esforcos de coleta nos seguintes remanescentes foram: 18 horas tanto para os
remanescentes de Sao Sebastido, quanto de llhabela, 21 horas para o
remanescente de Ubatuba e 25 horas no remanescente do Rio de Janeiro.As
coletas, usualmente, ocorreram no periodo entre 9h00 e 14h00 horas. Entretanto, no
Rio de Janeiro (Rebio Uniao) as amostragens foram realizadas no periodo das 8h00
as 16h00, durante quatro dias consecutivos.

Para as coletas de machos de Euglossini foram utilizadas iscas-
odores de oito esséncias quimicas diferentes: eucaliptol, eugenol, beta-ionona,
vanilina, salicilato de metila, cinamato de metila, benzoato de benzila e acetato de
benzila. Estas iscas ficavam dispostas em um corddo amarrado a vegetacéao local, a
aproximadamente 1,5 m do solo, e cerca de 1 m entre si (Figura 3a).
Adicionalmente, na tentativa de incrementar o esforgco de coleta foram também
usadas, para a coleta dos machos, armadilhas de garrafas PET (Figura 3b),
contendo uma das seguintes esséncias quimicas: eucaliptol, eugenol e beta-ionona,

as quaisse mostraram mais atrativas para E. iopoecila (Giangarelli& Sofia 2011).
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Figura 3 - Iscas-Odores. a) Disposicao das iscas-odores em um dos pontos de
amostragem. b) Armadinha de garrafa PET, suspensa na vegetacdo da
area de amostragem (Fotos: R.E.S. Penha).

Os machos atraidos as iscas expostas livremente na vegetagao
foram capturados com uma rede entomoldgica, armazenados em frascos individuais
e acondicionados em freezer -20°C. De forma similar, os machos capturados nas
armadilhas PET foram também armazenados em freezer -20°C. As espécies
coletadas foram identificadas e separadas no Laboratério de Genética e Ecologia
Animal (LAGEA) da Universidade Estadual de Londrina. Nas localidades onde a
coleta de E. iopoecilafoi maior que 60 individuos, numero que tem se mostrado
informativo para estudos de Euglossini (Boff 2012; Freiria et al. 2012), foi feita a
selecao aleatdéria de 60 machos, que foram utilizados nas analises moleculares.
Quando amostrado um numero inferior a 60 abelhas, foram utilizados todos os
espécimes coletados, uma vez que foi amostrado um numero inferior a 60 abelhas.
Particularmente, nos casos de llhabela (IB) e Sdo Sebastido (SS), em razdo de um
numero bastante reduzido de machos terem sido coletado durante as amostragens,
foram acrescidos as amostras destes dois locais, outros machos desta espécie
coletados em SS (n = 37) e em IB (n = 47), os quais foram cedidos pelo Dr. Samuel
Boff. Embora estes individuos tenham sido amostrados em outros pontos de coleta
nestes dois municipios, eles foram considerados como amostra de uma unica
populacdo em cada uma destas duas localidades de estudo. Na Tabela 2 esta

totalizado o numero de individuos utilizados para no presente estudo.
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Tabela 2 - Numero de machos amostrados por localidade e siglas das areas de
estudo usadas na identificacdo das cinco areas

Localidade Numero de Individuos
Salto Morato (SM)* 60
Sao Sebastidao (SS)** 57
llhabela (IB)** 57
Ubatuba (UB) 37
Rebio Unido (RJ)* 60
Total 271

* Areas onde foram coletados mais de 60 individuos. **Amostras que incluiram machos de abelhas
doados.

3.2.3 Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA foi retirada a terceira perna do lado
esquerdo dos individuos. A fim de manter alguns individuos integros, para depésito
em colegao entomolégica, amostras de DNA destes individuos foram obtidas a partir
da musculatura do térax destes, a qual foi removida com auxilio de um pinga.
Posteriormente, a cabecga da abelha foi colada na sua posigédo de origem. A extragao
de DNA total foi feita por meio do método fenol-cloroférmio, seguindo os protocolos
de Almeidaet al. (2001), com pequenas modificagdes. A musculatura ou a perna da
abelha foram colocadas em microtubos, contendo 300 uL de tampao de extracao
(Tris-HCI 500 mm, EDTA 20 mm, NaCl 10 mm pH 8.0e 1% SDS) e 5 uyL de
proteinase K (20 ug/pL), sendo estes dilacerados com o auxilio de uma pequena
tesoura. Em seguida,este material foi mantido em banho-maria a 64°Cpor duas
horas. Apds este periodo foi feito as lavagens em fenol cloroférmio. O DNA obtido foi
ressuspendido em 30 yL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e armazenado em
freezer a -20°C. A concentracdo de DNA foi mensurada utilizando um fluorimetro
DyNA Quant 200 (Hoefer), seguindo-se a metodologia de quantificacdo proposta
pelo fabricante. Apds a leitura, as amostras de DNA foram diluidas em agua para

uma concentracao de 5 ng/uL, adequada para o processo de amplificagao via PCR.
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3.2.4 Marcadores Mitocondriais
3.2.4.1 Amplificacéo

Os primers CB-J-10612 (Simon et al.1994) e AMB16 (Arias et
al.2008) foram utilizados para amplificar um segmento de cerca de 651 pb do gene
mitocondrial Cyt b. Para montagem da reacé&o para PCR foram utilizados 10 ng de
DNA, tampao 1x, 3 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 200uM de dNTP, 1U de
Taqg DNA polimerase (Invitrogen), em uma reagao de 20 pL. As amplificagbes foram
feitas em termocicladores (PCT-100 Peltier Thermal Cycler MJ Research Inc.e
Multigen LabNetBios), de acordo com o seguinte protocolo: uma desnaturagao inicial
a 94°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos (desnaturagdo a 94°C por 60 segundos,
hibridagao a 48°C por 80 segundos e extenséo a 72°C) ao final uma extenséo final a
72°C por 10 minutos.

Para checagem da amplificagdo os produtos da PCR foram, entéo,
submetidos & eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR®green (Life

Technologies) e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta.
3.2.4.2 Sequenciamento

As amostras que amplificaram foram subsequentemente purificadas
com o kit illustra ExoStar PCR (GE®Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante
e submetidas a reagdo de sequenciamento com o kit BigDye® Terminator v3.1
(Applied Biosystems®). Em seguida, o produto da reagdo de PCR foi purificado e
precipitado com alcool e EDTA, o DNA resuspendido em 10 yL de Formamida Hi-Di
(Applied Biosystems®) e sequenciado em sequenciador automatico, modelo Applied

Biosystems® 3500 XL Genetic Analyzer.
3.2.5 Marcadores Microssatélites
3.2.5.1 Construcéao e seleg¢ao de primers

Para as amplificacbes dos locos de microssatélites foram

selecionados quatro pares de primers heterdlogos, descritos para outras espécies de
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Euglossa (Souza et al. 2007; Paxton et al. 2009), e que no presente trabalho
revelaram polimorfismos para E. iopoecila. Adicionalmente, outros primers
especificos para E. iopoecila foram construidos a partir de uma biblioteca
enriquecida de microssatélites seguindo o protocolo descrito por Billotte et al (1999),
com modificagbes proposta por Brito et al. (2009). A biblioteca foi construida no
Laboratério de Genética e Evolugcao de Abelhas da Universidade de Sao Paulo.

Um total de 80 clones recombinantes foi sequenciado na empresa
Macrogen (Coreia do Sul). As sequéncias foram analisadas no softwareBioEdit v.7.0
(Hall 1999) e os primers desenhados utilizando o software Primer 3 (Rozen &
Skaletsky 2000). O software Autodimer (Vallone & Butler 2004) foi utilizado para
identificar possiveis problemas com hairpinedimeros entre os primers. Do total de
primers obtidos, seis foram selecionados (iop1, iop2, iop3, iop4, iop13 e iop16) para
as analises populacionais no presente trabalho.

Os primers foram modificados para que os fragmentos gerados
pudessem ser analisados em sequenciador automatico. Para tal técnica, os primers
forward foram modificados na sua extremidade 5’, na qual foi adicionada uma
sequéncia “Tag” (5-TGTAAAACGACGGCCAGT-3’). Nesta sequéncia se liga o
primer M13 marcado com fluoréforos 6-FAM (azul), NED (amarelo) ou HEX (verde).
Esta metodologia elimina a necessidade da marcagao dos primers forward em todos
os locos (Schuelke 2000).

3.2.5.2 Amplificagao e Genotipagem dos Fragmentos

As reagdes de PCR ocorreram da seguinte forma: 2,5 pL de
GoTag® Colorless Master Mix 2X (Promega) 0,125 uL de um mix composto do
primer forward Tag (0,5uM) + primer reverse (5 yM); 0,125 pL do primer M13 (5 uM)
marcado com fluorocromo; 0,1uL de glicerol 50% e 1uL do DNA molde a 5 ng/uL e
1,15 pyL de agua Nuclease Free (Promega), totalizando uma reagdo de 5 uL. As
amostras foram amplificadas em termocicladores (PCT-100 Peltier Thermal Cycler
MJ Research Inc.e Multigen LabNetBios),de acordo com o seguinte protocolo: 941C
por 4 minutos, seguido por 10 ciclos de 94°C/30 s, 56°C/1 min, 72°C/1 min; seguido
por 25 ciclos de 89°C/30 s, 56°C/1 min, 72°C/1 min, com uma extenséo final de 72°C

por 30 minutos.
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Posteriormente, os produtos de PCR foram diluidos na proporcao de
1:10 em H,O a 2 puL; desta diluicdo foram acrescentados 0,15 pL do marcador de
peso molecular GeneScan LIZ600 (Applied Biosystems) e 7,85 yL de Formamida Hi-
Di (Applied Biosystems). As genotipagens dos fragmentos foram realizadas em

sequenciador automatico, modelo Applied Biosystems® 3500 xL Genetic Analyzer.
3.2.6 Analise dos dados
3.2.6.1 DNAmt

As sequéncias foram visualizadas, alinhadas e editadas no software
Bioedit v7.1.7 (Hall 1999). Os contigs foram desenhados com o programa DNA
Baser Sequence Assembler v3.x (2012). Posteriormente, o programa DnaSP v. 5
(Librado & Rozas, 2009) foi utilizado para gerar os dados para os programas
ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010) e NETWORK v. 4.6 (Polsin &
Daneshmand 2003).

Para as anadlises dos dados foram utilizadas somente as amostras
que amplificaram e apresentaram boa qualidade no sequenciamento. O numero de

individuos analisados para a regido mitocondrial esta sumarizado na Tabela 3.

Tabela 3 - Numero de machos que amplificaram e apresentam boa qualidade no
sequenciamento.

Localidade Numero de Individuos
Salto Morato (SM) 50
Sao Sebastido (SS) 18
llhabela (IB) 10
Ubatuba (UB) 28
Rebio Unido (RJ) 48
Total 154

O programa NETWORK v. 4.6 (Polsin & Daneshmand, 2003) foi
utilizado para construir uma rede de relagdes haplotipicas através do método
“median-joining” (Bandelt et al. 1999).

O programa ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010) foi
utilizado para identificar e calcular a frequéncia de haplétipos, e para calcular a
diversidade haplotipica e nucleotidica de acordo com Nei (1987), neste programa foi

feita a analise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al.1992); esta analise
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serviu para gerar estimativas da variancia genética (®Pst) entre os pares de
populagdes, o qual pode ser usado como uma estimativa da distancia genética entre
estas (Excoffier &Lischer 2010). A significancia de ®gr foi estimada por meio de
1000 aleatorizacdes e foram considerados significativos valores de P< 0,05.

O coeficiente de correlagao de Pearson (r) foi utilizado para estimar
a existéncia de possiveis correlagcdes entre distancia geografica em quildometros e os
valores de distadncia genética (®st). Para esta analise foi utilizado o programa
BioEstat 5.3.

3.2.6.2 Microssatélites

Os dados de genotipagem gerados pelo sequenciador automatico
foram visualizados e analisados pelo programa GeneMarker V2.2.0 (SoftGenetics,
State College, PA).

A diversidade genética foi estimada a partir do numero médio de
alelos por loco (Na) e do numero efetivo de alelos (Ne) (Kimura & Crow 1964; Jost
2008), utilizando-se o programa computacional GenAlEx 6.5 (Peakall & Smouse
2012). Este programa foi usado para calcular a frequéncia dos alelos nas
populagdes. Para medida de diversidade foi utilizado o valor de heterozigosidade
média esperada ( H) calculada pelo programa computacional ARLEQUIN 3.5.1.3
(Excoffier & Lischer. 2010).

Para a andlise da estrutura genética das populac¢des foi utilizado a
estatistica F (Wright 1951). Para esta analise foi empregado o programa
computacional ARLEQUIN 3.5.1.3 (Excoffier & Lischer 2010), o qual por meio da
analise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992), estima os valores de
®st (um analogo ao Fsr). Esta andlise gerou estimativas da variancia genética em
diferentes niveis hierarquicos (dentro e entre as populagdes) e do indice ®st global e
também entre pares de populagdes, o qual pode ser usado como uma estimativa da
distancia genética entre estas (Excoffier & Lischer 2010). A significancia de ®sr foi
estimada por meio de 1000 aleatorizagdes e foram considerados significativos
valores de P< 0,05. Existe uma preocupagado com o uso do ®dsr € seus analogos.
Alguns autores apontam que estas estimativas podem subestimar a diferenciacéo
genética quando aplicadas a locos muito polimérficos, como os de microssatélite
(Hedrick 2005; Meirmans 2006; Jost 2008). Este problema pode ser contornado
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utilizando algumas estimativas que fazem corregbes nos valores de ®st e seus
analogos (Hedrick 2005; Jost 2008). Uma destas estimativas (Dest) foi proposta por
Jost (2008). Levando em consideragao esta preocupagéo, no caso dos marcadores
microssatélites foram realizadas estimativas de D, além das estimativas de ®sr. As
estimativas de D¢t foram realizadas utilizando-se o programa computacional online
SMOGD (Crawford 2010). Os intervalos de confianga de 95% (IC 95%) foram
estimados por meio de 1.000 repeti¢cdes de “bootstrap”.

O programa STRUCTURE versdao 2.3 foi utilizado para a
determinagcdo da estrutura genética dos grupos amostrados, a partir de analise
bayesiana. Este programa define se os grupos analisados estdo ou nao estruturados
em K populagdes. Foram testadas as possibilidades da existéncia de uma a 15
populacdes, e a analise de cada K foi repetida 20 vezes, com 10.000 interacbées no
“burn-in” e 100.000 interagbes na Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC). O
STRUCTURE HARVESTER 0.6.93 (Earl&vonHoldt2012) foi utilizado para ordenar os
resultados e inferir estatisticamente qual o K mais provavel da analise usando a
estatistica AK (Evannoet al. 2005).

O coeficiente de correlagao de Pearson (r) foi utilizado para estimar
a existéncia de possiveis correlacdes entre distancia geografica em quildbmetros e os
valores de distancia genética, aqui expressos por: Pst e Dest. Para esta analise foi
utilizado o programa BioEstat 5.3. Neste estudo, foram considerados significativos

valores de P < 0,05.

3.3 RESULTADOS

3.3.1  DNAmt (Cyt b)

Para todos os individuos analisados, foi obtida uma sequéncia de
651 pb, correspondendo a um segmento do gene Cyt b, a qual apresentou 22 sitios
variaveis e um total de 26 haplétipos diferentes (Tabela 4). Os valores globais de
diversidades haplotipica (h) e nucleotidica (x) encontrados foram 0,773 e 0,0036,

respectivamente.
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Tabela4 - Numero de sitios polimorficos, nimero de haplétipos, diversidade
haplotipica e diversidade nucleotidica de machosE.
iopoecilasequenciadas com o marcador mitocondrial (Cyt b) de todos os
remanescentes de Mata Atlantica juntos.

Cythb
Numero de individuos analisados 154
Numero de sitios polimoérficos 22
Numero de haplétipos 26
Diversidade haplotipica 0,773
Diversidade nucleotidica 0,0036

Na analise de diversidade genética por populagdo, o numero de
haplétipos variou de cinco no remanescentes IB a nove no remanescentes RJ,
enquanto as diversidades haplotipica (h)e nucleotidica variaram de 0,499 (SM) a
0,77 (RJ) e de 0,0022 (IB) a 0,0087 (SM), respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 - Numero de sitios polimérficos, numero de haplétipos, diversidade
haplotipica e diversidade nucleotidica de machos E.
iopoecilasequenciadas com o marcador mitocondrial (Cyt b) de todos os
remanescentes de Mata Atlantica separados (SM = Reserva Natural
Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de Picinguaba; SS
= PESM Nucleo de Sao Sebastido; IB = Parque Estadual de Ilhabela).

Populagoes
SM SS IB UB RJ
Numero de individuos analisados 50 18 10 28 48
Numero de sitios polimoérficos 6 10 6 7 7
Numero de haplétipos 7 6 5 7 9
Diversidade haplotipica 0,499 0,621 0,756 0,577 0,770
Diversidade nucleotidica 0,0087 0,0036 0,0026 0,0022 0,0024

Dos hapldtipos encontrados, o haplétipo Hap 1 foi o mais comum,
sendo apresentado por 70 individuos do total de 154 analisados, e uma frequéncia
de ocorréncia variando de 50% (IB) a 70% (SM). Contudo, interessantemente, este
hapldtipo mostrou-se ausente da amostra de E. iopoecila coletada em RJ. Vale
destacar ainda que, a amostra do RJ compartilhou haplétipos somente com UB.
Neste caso, os trés haplétipos compartilhados entre RJ e UB foram: Hap_9, Hap 10
e Hap_11 (Figura 4).
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Figura 4 - Frequéncias de Haplétipos nos remanescentes amostrados para E. iopoecila (SM = Reserva Natural Salto Morato; RJ =
Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de Picinguaba; SS = PESM Nucleo de Sdo Sebastidao; IB = Parque Estadual de
llhabela).
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A rede de inter-relagbes haplotipicas, demonstra que 19
haplétiposforam  exclusivos, sendo: quatro com ocorréncia apenas no
remanescentes SM, quatro em SS, trés em IB, dois em UB e seis em RJ. Dos 26
haplétipos encontrados, 17 (65,38%) ocorreram em frequéncias acima de 5%,
apresentando, usualmente, frequéncias de ocorréncia variaveis entre as diferentes
amostras. Dentro da populagdo de SM os individuos variaram somente em 1 pb
entre os hapldtipos, dentre da populagdo do RJ houve uma variagcéo de até 9 pb

entre os haplotipos. (Figura 5).

Figura 5 - Rede de haplétipos observados em E. iopoecila nos remanescentes
analisados. O tamanho dos circulos refere-se a frequéncia de cada
haplétipo. Linhas entre haplétipos indicam apenas um passo mutacional.
Numeros em vermelho a posigdo da mutagdo. (SM = Reserva Natural
Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de Picinguaba; SS
= PESM Nucleo de Sao Sebastido; IB = Parque Estadual de Ilhabela).

B ue

mB

H_14



41

A analise da variancia molecular (AMOVA) aplicada aos resultados
obtidos no sequenciamento do segmento de 651 pb do Cyt b (DNAmt) revelou que
50,8% da variagédo genética encontrada esta presente entre as populagdes e 49,20%
dentro destas. O valor global de ®st encontrado foi de 0,508 (P < 0,00001) (Tabela
6).

Tabela 6 - Analise da variancia molecular (AMOVA) e variancia da frequéncia génica
(®st) aplicado ao marcador mitocondrial (Cyt b)para as populagdes de E.
lopoecila coletadas nos cinco remanescentes de Mata Atlantica
estudados.

Fonte de Graus de Somados Componentes Porcentagem

variagdo Liberdade Quadrados de variancia  de variagao Osr

Entre as
populacoes 4 80,273 0,67552 50,82

0,508*
Dentro das 149 97,396 0,65367 49,18
populagoes
Total 153 177,669 1,32918
*P < 0,00001

Nas comparagdes entre os pares de populagdes os valores de ®gr,
com excegao do comparativo SS - IB, mostraram valores de ®sr significativamente
diferente de zero (P < 0,00001). O maior valor de ST foi observado entre o par SM
e RJ (®st = 0,70), enquanto o menor valor foi obtido para o par UB - SS (0,12)
(Tabela 7).

Tabela 7 - Valores de ®st obtidos, por meio da AMOVA, aplicada aos marcadores
mitocondriais (Cyt b), em comparativos envolvendo populagbes de E.
iopoecila coletadas nos cinco remanescente de Mata Atlantica estudados
(SM = Reserva Natural Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM
Nucleo de Picinguaba; SS = PESM Nucleo de Sao Sebastido; IB =
Parque Estadual de llhabela).

Entre remanescentes Ost
SM x RJ 0,70*
SM x UB 0,15*
SM x SS 0,14*
SM x IB 0,22*
RJ x UB 0,49*
RJ x SS 0,59*
RJ x IB 0,62*
UB x SS 0,12*
UB x IB 0,16*
SSxIB 0,001

*P < 0,00001
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Na analise de correlacdo de Pearson entre a distadncia geografica

(km) e a distancia genética (®Pst) das areas estudadas, para a regido mitocondrial

(Cyt b) foi encontrada uma forte correlagdo positiva significativa (r = 0,7565; P <
0,05) (Figura 6).

Figura 6 - Correlacao linear de Pearson entre distancia geografica (km) e distancia

genética ®Ogrestimada a partir da analise mitocondrial (Cyt b), entre os
pares de populacdes estudadas. (SM X RJ; SM X UB; SM X SS; SM X IB;
RJ X UB; RJ X SS; RJ X IB; UB X SS; UB X IB; SS X IB) (SM = Reserva
Natural Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nducleo de
Picinguaba; SS = PESM Nucleo de S&o Sebastido; IB = Parque Estadual
de llhabela).
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3.3.2 Marcadores Microssatélites

As analises envolvendo os dez locos de microssatélites revelaram

um total de 134 alelos distintos. O numero de alelos encontrados por loco variou de

quatro (iop16) a 33 (iop3) (Tabela 8) e o tamanho dos alelos amplificados variou de
161 a 287 pb.
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Tabela 8 - Sequéncia do primers, numero de alelos (Na) e o tamanho dos alelos em

pares de base observados para todas as amostras analisadas de E.

iopoecila.

Loco Sequéncia (5' - 3") Na Tamanho (pb)

ann24 F: GTCGGACATTAGGGTGATGG 12 173 — 205
R: TCCGTTTGAATCTGTGGTCTC

ann37 F: CGTTCGAAGGAGAGAACGAC 15 168 — 199
R: CGGGATACAGGAAAGGAGAG

Egc18 F: TGATACAGGTCGGCGTAAAA 6 188 — 204
R: GGTAACTCCGTCGCGAACTA

Egc26 F: GCCGAACAAACATCTCGTCT 9 161 - 196
R: CGGAACTTTGATATCGTCGAG

iop1 F: TCTCCCGTAAAATGCTCTCG 21 195 — 248
R: CCCGGTAGACGTTTGCTCG

iop2 F: CGTCTCCTTTCACCACCTTC 7 195 — 212
R: GGAAGAAGAGACGCACAAGG

iop3 F: CGCGAACATTGGAACGAATC 33 228 — 287
R: CGCAGGCTCTTAGGAGGTAA

iop4 F: AGAATAAGCCGACGGAAACC 17 207 — 258
R: AGCTGTGTTTCCGCTTTGAC

iop13 F: ACGGGACAACCCCGTATAAT 10 161 - 180
R: AGGGATTTCCTCTCCTCTCG

iop16 F: CCACGACTTAACGAGCCTTC 4 203 - 212

R: GTGAAGGAGTGGGACCTCTG

microssatélites encontrados para os diferentes locos e populagdes de E. iopoecila.

Na Tabela 9 s&do apresentados os numeros de alelos de
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Tabela 9 - Numero de alelos encontrados por remanescente para os locos de
microssatélites em E. iopoecilanos cinco remanescentes estudados (SM
= Reserva Natural Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo
de Picinguaba; SS = PESM Nucleo de S&o Sebastido; IB = Parque
Estadual de llhabela).

SM SS IB UB RJ
ann24 4 6 8 6
ann37 8 13 10 11 12
Egc18 3 4 3
Egc26 4 7 4
iop1 16 16 18 14 14
iop2 4 7 7 4
iop3 9 16 18 10 16
iop4 10 10 10 10
iop13 3 6 6 3
iop16 2 3 2 2
Total 63 88 86 65 81

Os resultados referentes a frequéncia de alelos encontrados nas
diferentes populagdes mostraram que, dos 134 alelos amostrados, 93 foram
compartilhados por duas ou mais populagdes, enquanto 41 foram alelos exclusivos;
o remanescente UB foi o unico que nao teve alelo exclusivo.

Em relagdo a diversidade genética das populagdes estudadas, foi
observado que as médias dos valores de riqueza alélica (Na) para todos os locos
analisados foi maior no remanescente SS (8,8), sendo também neste remanescente
a maior média de alelos efetivos (Ne) (4,9). Em contrapartida, a populagcédo do
remanescente SM (PR) foi a que apresentou os menores valores para Na e Ne,

sendo estes 6,3 e 3,9, respectivamente (Figura 7).
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Figura 7 - Médias da riqueza alélica de todos os locos por remanescente
estudadoindicando o desvio padrdo e o numero de alelos privados. Na=
Riqueza Alélica Na Freq. 2 5% = Alelos com frequéncia maior ou igual a
5% Ne= Numero Efetivo de Alelos. (SM = Reserva Natural Salto Morato;
RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de Picinguaba; SS = PESM
Nucleo de Sao Sebastido; IB = Parque Estadual de llhabela).
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Os valores de heterozigosidade média esperada em todas as
populagdes variaram pouco: de 0,65 no remanescente SM (PR) a 0,72 no
remanescente SS (SP). A heterozigosidade média obtida pSCHUELKE, M. An
economic method for the fluorescent labeling of PCR fragments A poor man ’ s approach to
genotyping for research and high-throughput diagnostics .Nature Biotechnology, v. 18, p.
232 - 234, 2000.ara o total de individuos analisados foi de 0,72 (Tabela 10).
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Tabela 10 - Heterozigosidade média esperada ( H), e heterozigosidade total
esperada ( H 1) e desvio padrdo (dp) para as populagbes de E.
iopoecila dos cinco remanescentes estudados (SM = Reserva Natural
Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de Picinguaba;
SS = PESM Nucleo de Sao Sebastidao; IB = Parque Estadual de
llhabela). Os numeros entre parénteses correspondem ao total de
individuos analisados por area de estudo

Remanescentes
SM SS IB uB RJ
(60) (57) (57) (37) (60) H dp  Hry

ann24 069 0,75 0,71 0,71 0,74 0,72 0,03 |0,75
ann37 0,74 084 0,79 0,81 0,88 0,81 0,06 | 0,84
Egc18 045 053 051 046 0,59 0,51 0,06 | 0,53
Egc26 051 052 053 0,53 0,60 0,54 0,04 | 0,54
iop1 093 092 091 093 0,91 0,92 0,01]0,93
iop2 061 0,72 0,76 0,60 0,68 0,67 0,07 | 0,72
iop3 0,76 0,89 09 0,81 0,90 0,85 0,06 | 0,91
iop4 0,88 082 081 080 0,79 0,82 0,03 | 0,86
iop13 046 069 062 047 0,28 0,51 0,16 | 0,63
iop16 049 052 049 049 046 0,49 0,02 | 0,51

H 065 0,72 0,70 0,66 0,68 0,68 0,03 0,72

dp 0,16 015 0,45 0,76 0,20 0,16 0,02 0,15

Para as amostras dos cinco remanescentes amostrados, a analise
de variancia molecular (AMOVA) revelou que a maior parte (94,6%) da variagéo
genética se encontra dentro das populagdes. A diferenciagcdo genética global obtida
para o ¢st foi de 0,054 (P<0,00001) (Tabela 11).

Tabela 11 - Analise da variancia molecular (AMOVA) e variancia da frequéncia
génica (®st) das populagbes de E. iopoecilados cinco remanescente

estudados.

Fonte de Graus de Somados Componentes Porcentagem

variagdo  Liberdade Quadrados de varidncia  de variagio dst

Entre as
populagoes 4 111,122 0,16563 5,38

0,054*
Dentro das 799 2325433 2,91043 94,62
populagoes
Total 803 2436,555 3,07606

*P < 0,00001
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O valor global estimado de Deg foi de 0,106 (P<0,00001), indicando
que ha uma estruturacédo genética moderada entre as populagbes amostradas.

Nas comparagdes entre os pares de populacbes para os
estimadores Deste ®st, 0s maiores valores foram observados entre osremanescentes
RJ e IB (Tabela 12).

Tabela 12 - Valores de Dcste s, para E. iopoecila entre os cinco remanescentes s
estudados (SM = Reserva Natural Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB
= PESM Nucleo de Picinguaba; SS = PESM Nucleo de S&o Sebastido;
IB = Parque Estadual de llhabela).

Entre remanescentes Dest Dst
SM XRJ 0,15* 0,08*
SM X UB 0,11* 0,07*
SM X SS 0,11* 0,05*
SMXIB 0,15* 0,07*
RJ X UB 0,05* 0,04*
RJ X SS 0,10* 0,05*
RJ X IB 0,18* 0,09*
UB X SS 0,06* 0,04*
UB X IB 0,10* 0,06*
SSXIB 0,03* 0,03*
*P <0,01

A analise bayesiana revelou a presencga de trés grupos (K=3), com
uma mistura entre as populagbes dos cinco remanescentes analisados (Figura 8).
Houve, contudo, uma tendéncia a formagédo de um agrupamento (Cluster1) entre os
individuos de IB (cor rosa, Figura 8) com os de SS (em amarelo). Por outro lado no
grupo 2 (Cluster 2) foi observado um agrupamento de abelhas de varias localidades,

sem um clara definicdo de grupos de populacdes.
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Figura 8 - Representacao grafica dos agrupamentos Bayesianos (cluster)formados
a partir de K = 3 para as amostras de E. iopoecila. Vermelho. (SM =
Reserva Natural Salto Morato; RJ = Rebio Unido; UB = PESM Nucleo de
Picinguaba; SS = PESM Nucleo de S&o Sebastido; IB = Parque Estadual
de llhabela).
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Na analise de correlacdo de Pearson entre a distadncia geografica
(km) e a distancia genética das areas estudadas, foi encontrada uma correlagao
positiva moderada significativa para os estimadores Des(r = 0,6491; P < 0,05)
(Figura 9) e ®g7 (r=0,675; P < 0,05) (Figura 10).
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Figura 9 - Correlacao linear de Pearson entre distancia geografica (km) e distancia
geneética Degt entre os pares de populagdes estudadas.
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Figura 10 - Correlagdo linear de Pearson entre distdncia geografica (km) e
distancia genética Psrentre os pares de populagdes estudadas.
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3.4 DiscussAo

Conhecer o grau de estruturagdo genética de uma populagéo é
essencial para a tomada de decisdes envolvendo medidas de manejo e conservagao
de populagdes sob ameacgas antropicas (Solé-Cava & Cunha 2012), a exemplo do
que acontece atualmente com populagbes de animais e plantas presentes em
remanescentes de Mata Atlantica. Em populagbes nas quais altos niveis de
estruturagdo sdo detectados as medidas de manejo e conservagao serao distintas
daquelas nas quais a auséncia de estruturagao ou niveis baixos e intermediarios
estdo presentes (Solé-Cava & Cunha 2012).

Neste contexto, ao se considerar os niveis de estruturagdo genética
revelados, no presente trabalho, por marcadores microssatélites e mitocondriais
para E. iopoecila, medidas de manejo e conservagao distintas envolvendo as
populacdes desta espécie devem ser empregadas, especialmente quando a
populagdo de Rebio (RJ) & considerada. Embora niveis altos de estruturagao
genética tenham sido revelados pelos marcadores microssatélites para todos os
comparativos envolvendo a populagéo de E. iopoecila amostrada na Rebio (RJ),
quando marcadores mitocondriais sao considerados, o grau de estruturacdo é
acentuadamente maior, indicando niveis muito altos de diferenciacédo genética para
todos os comparativos considerados.

Até o momento, a maior parte dos estudos de genética de
populagdes envolvendo diferentes espécies de Euglossini revelou ou auséncia de
diferenciagdo genética para as populagdes das espécies estudadas (Rocha Filho
2011; Souza et al. 2010; Cerantola et al. 2011) ou niveis de diferenciagao variando,
frequentemente, de baixo até moderado (Suzuki et al. 2010; Zimmermann et al.
2011; Freiria et al. 2012). Niveis mais elevados de estruturacdo genética foram
observados apenas em alguns casos por Suzuki et al.(2010), Zimmermann et
al.(2011) e Freiria et al.(2012). A maior parte destes estudos baseou suas analises
em marcadores microssatélites (Rocha Filho 2011; Souza et al. 2010; Cerantola et
al. 2011; Zimmermann et al. 2011; Freiria et al. 2012), embora Cerantola et al.
(2011) tenham também empregado marcadores isoenzimaticos em suas analises.
Além disto, em varios destes estudos o estimador Fsr (e seus analogos) foi
empregado nas analises de diferenciagdo genética, enquanto o estimador Dest de

Jost (2008) foi utilizado apenas em um dos casos (Freiria et al. 2012).
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Ao se comparar os resultados de diferenciacdo genética
encontrados para E. iopoecila, obtidos por meio das analises de microssatélites, com
os relatados nestes trabalhos, verifica-se que os niveis estimados de estruturagao
genética sdo comparaveis aos encontrados por Freiria et al. (2012) para Eufriesea
violacea, com relagdo aos estimadores Dest € Pst (analogo de Fst)sdo utilizados nas
analises. Contudo, como destacado, asanalises do DNAmt (Cyt b) mostraram que as
populacdes de E. iopoecilaestdo mais fortemente estruturadas do que indicado pelos
marcadores microssatélites. Tal diferenca entre os dois tipos de marcadores parece
estar, pelo menos em parte, relacionada a origem materna do DNA mitocondrial, o
qual pode estar relacionado ao comportamento filopatrico das fémeas (Dodson et al.
1969). Contudo, as proprias caracteristicas intrinsecas do DNAmt, como: DNA de
carater mais conservado (quando comparado as regides de microssatélites do
genoma nuclear), com menores taxas de mutagido, constituido em quase sua
totalidade por genes em animais (Arias et al. 2006; Frankham et al.2008); auséncia
de recombinacdo no DNAmt e, menor taxa de mutagao por loco do DNAmt (u = 6 x
10"®) quando comparado aos marcadores microssatélites (u = 5 x 10™) (Goldstein &
Schotterer 2000; Haag-Liautard et al. 2008), podem estar relacionadas as diferengas
encontradas no nivel de diferenciacdo detectado pelos dois tipos de marcadores
empregados. Em razdo de tais diferengas entre ambos os marcadores, os
microssatélites sdo mais informativos para processos microevolucionarios recentes
Oou em curso, enquanto os marcadores mitocondriais sdo mais adequados para
processos microevolutivos histéricos (Wang 2010).

Assim, o menor nivel de estruturagcdo genética encontrada com os
marcadores microssatélites pode estar associado a um passado evolutivo recente,
como por exemplo, a um cenario onde Mata Atlantica ndo se encontrava ainda em
um estado tdo fragmentado como o atual, apresentando, assim, uma maior
continuidade entre as areas de Floresta Ombréfila Densa (FOD). Situagao esta
encontrada antes do intenso processo de desmatamento, ocasionado pelo homem,
que se abateu sobre a Mata Atlantica (Morellato & Haddad 2000). Nesta condigao,
seria esperado um maior grau de fluxo génico entre as populagcbes dos diferentes
remanescentes estudados. Em outro cenario, entre 21.000 e 12.000 anos antes do
presente, estudos indicam que durante o Quaternario, estabeleceu-se uma
vegetacdo de mosaico floresta-savana, com este ultimo tipo de formacéo vegetal

atingindo regides na costa leste do Brasil, que em tempos mais recentes foi
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substituida por vegetacao de FOD. Exatamente entre os estados de Sao Paulo e Rio
de Janeiro, areas de savana se estenderam até o litoral(Oliveira et al. 2005),
enquanto dominios de FOD encontravam-se presentes no litoral brasileiro,
abrangendo areas litoraneas de Santa Catarina, Parana e S&do Paulo. Tais areas
constituem na atualidade areas de endemismo para diferentes grupos de animais
(DaSilva& Pinto-Rocha 2011).

A literatura atual propde que a transicdo entre Pleistoceno e
Holoceno foi marcada por uma instabilidade climatica e vegetacional, evidenciando
um ambiente aberto entre a divisa dos estados de Sdo Paulo e Rio de Janeiro
(Oliveira et al. 2005). Segundo a teoria de refugios florestais, devido a instabilidade
climatica durante o pleistoceno terminal, as florestas tropicais ficaram retraidas as
exiguas areas de permanéncia da umidade, a constituir os refugios e a sofrer,
portanto, diferenciagcao resultante deste isolamento (Viadana & Cavalcanti 2007).
Embora ainda falte suporte empirico a teoria dos refugios do Pleistoceno (Moritz et
al. 2000), esta tem encontrado forte aceitagdo por diferentes autores (Ab Saber
1992; Viadana & Cavalcanti 2007). No presente estudo, ndo ha duvidas de que a
teoria de refugios florestais (associada as areas de ambiente aberto, com vegetacgéao
de savana e caatinga), parece explicar de forma adequada a grande diferenciagcao
genética encontrada para o marcador mitocondrial, principalmente entre a populagéo
do Rio de Janeiro e as demais populag¢des. Tal argumentagdo se apoia no fato de
que a populagdao de E. iopoecila coletada no RJ (Rebio Unido) compartilha
haplétipos somente com a populacéo desta espécie amostrada em Ubatuba; mesmo
assim, apenas trés haplétipos, os quais estdo presentes em uma frequéncia menor
na populagao de E. iopoecilade Ubatuba. De modo diverso, o haplétipo Hap_1, que
foi o mais frequente nas populacdes dos estados de Sido Paulo e Parana, nao
ocorreu na populagao do Rio de Janeiro. Interessantemente, Faria Jr & Melo (2007)
relatam que quando se analisa a variagdo na coloragao do tegumento de populagdes
desta espécie, que mostra uma coloragado de azul-violeta mais ao sul (SC e PR) até
verde nas populagbes de latitudes menores (estados do ES e BA), padrdes
intermediarios de cor sdo encontrados em individuos amostrados em Ubatuba (SP)
e norte do Rio de Janeiro. Exatamente as duas regides que mostraram haplétipos
compartilhados. A rede de haplétipos ilustra como esta estruturada as populagoes,

mostrando a diferenciagdo, entre os haplétipos encontrados na populacido RJ
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poucos sdao compartilhados com UB e o Haplétipo mais frequente nas demais
populagcdes analisadas ndo ocorre na populacéo RJ

As diferengas reveladas pela analise do segmento de 651 pb do Cyt
b, para as cinco populagbes de E. iopoecila amostradas ao longo de uma faixa de
700 km no litoral dos trés estados brasileiros, indicam que esta regiao do DNAmt se
mostrou muito informativa para possiveis inferéncias biogeograficas e evolutivas
envolvendo esta espécie de Euglossini. Dick et al. (2004), em uma abordagem
filogeografica com varias espécies de Euglossini, ao analisar uma sequéncia de 550
pb de um segmento da regido CO1 do DNAmt, encontraram baixissima divergéncia
genética entre espécies distribuidas em uma ampla faixa geografica. Estes autores
atribuiram estes resultados a uma possivel origem recente dos Euglossini e uma alta
capacidade de dispersao destas abelhas. Além disto, Dick et al. (2004) argumentam
que seus resultados fornecem outra linha de evidéncia contra os refugios do
Pleistoceno, para a regidao Amazodnica, e sugerem que estudos de genética de
populagdes com Euglossini sdo importantes para auxiliar na compreenséo do papel
da geografia na génese da especiacdo e estrutura populacional deste grupo de
abelhas. Neste contexto, os resultados aqui obtidos com a analise mitocondrial de
populagdes de E. iopoecila certamente contribuem para um maior entendimento da
estrutura populacional de uma espécie de Euglossini, que é endémica a Mata
Atlantica. Além disto, por ser esta uma espécie que apresenta variagdo morfolégica
(coloragao do tegumento) ao longo se sua area de ocorréncia, sendo foco de intenso
debate taxondémico (Faria Jr & Melo 2007; Nemésio 2009), os resultados revelados
pela analise do DNAmt de E. iopoecila sugerem que a variagdo morfologica pode
nao ser resultante apenas de influéncias abidticas (ex. variagao latitudinal), mas sim
de um possivel isolamento geografico ocorrido em tempos pretéritos. Neste caso, se
de fato, as populagdes do RJ e estados mais ao norte (ex. ES, BA e AL), que
apresentam o tegumento de cor verde, estiveram no passado isoladas das
populagdes de E. iopoecila distribuidas mais ao sul da Mata Atlantica, da costa leste
brasileira, tal diferenga morfoldgica poderia ser decorrente deste isolamento.

Em relagcdo aos marcadores microssatélites, embora as estimativas
de estruturagao genética revelada pelos estimadores Dest e®sttenham sido inferiores
a revelada pela analise mitocondrial, todos os pares de populagdes analisados
mostraram valores significativos de diferenciagdo genética, a qual variou de baixa a

alta (Wright 1951). Tais resultados poderiam ser interpretados como uma restricao
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variavel no fluxo génico entre as populagées das diferentes areas. Esta menor
diferenciagdo genética indicada pelos marcadores microssatélites quando
comparada aos mitocondriais pode ser atribuida a alta capacidade de voo de
abelhas Euglossini (Janzen 1971; Dressler 1982; Raw 1989) e ao comportamento
dos machos de se dispersarem mais do que as fémeas, as quais tém
comportamento mais filopatrico (Dodson et al. 1969).

Além disto, ao se considerar que o nivel de diferenciagdo genética
mostrou-se positivamente correlacionado com o aumento da distédncia geografica
entre as areas estudadas, ndo se pode descartar que algum fluxo génico, mantido
provavelmente pela dispersdao de machos ao longo dos remanescentes estudados
possa estar ocorrendo. Varios dos remanescenteestudados estdo dentro do corredor
de Mata Atlantica da Serra do Mar, havendo possibilidade de fluxo génico entre
todas as populagbes através de stepping stones, este modelo assume que a
dispersado ocorre preferencialmente entre populagbes vizinhas, sendo considerada
rara entre populagdes mais distantes, o que produz uma correlagcdo de frequéncias
génicas que diminui a medida que o numero de passos entre as populagdes
aumentam (Kimura & Weiss 1964). Os dados de estruturagdo genética e a
correlagdo com a distancia geografica pode demonstrar que ha padrao gerado por
isolamento por distancia entre as populagdes (Wright 1943).

Embora ndo se tenha informagao sobre a capacidade de dispersao
de machos de E. iopoecila,Raw (1989), estudando a dispersdo de machos de E.
cordata , uma espécie de tamanho corpéreo similar ou até inferior ao de E. iopoecila,
registrou que machos de E. cordatase deslocaram entre remanescentes florestais
separados por distancias de 4 km. Para espécies de tamanho maior, como no caso
de abelhas do género Eufriesea, deslocamentos de mais de 20 km para fémeas séo
conhecidos na literatura (Janzen 1971). Dick et al. (2004) atribuiram também seus
resultados a elevada capacidade de voo das abelhas das orquideas.

Interessantemente, as diversas analises empregadas envolvendo as
populagdes de E. iopoecila de llhabela (IB) e Sdo Sebastidao (SS) revelaram ou
auséncia (DNAmt) ou uma baixa diferenciacéo genética entre tais populacdes. Neste
caso, parece que a distancia de 2 km entre a ilha e o continente ndo esta
constituindo uma barreira ao fluxo génico entre as populag¢des destes dois locais. Na
literatura existem alguns registros que indicam que algumas espécies de Euglossini

sdo capazes de transpor corpos d’agua (Dressler 1982; Murren 2002; Wikelski et al.
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2010). Os resultados das analises bayesianas, apesar de ndao mostrar uma divisdo
nitida entre os grupos de abelhas das cinco areas estudadas demonstrou que nao
ha uma diferenciagao entre a populagao de llhabela e Sdo Sebastido, corroborando
as demais analises de diferenciagao genética, obtida pelos estimadores Desie®Pst. De
qualquer modo, ao se considerar que Rocha Filho (2011), ao comparar as
comunidades de Euglossini de uma area no continente e uma ilha, localizada a 600
metros de distancia deste, observou que enquanto E. iopoecila foi uma das espécies
mais abundantes em numero de individuos no continente, esta ndo foi coletada na
ilha, maiores estudos sobre a estrutura genética desta espécie em ambientes
insulares e continentais devem ser realizados na busca de maiores informacdes
sobre E. iopoecila.

De modo diverso, os resultados revelados pela analise bayesiana
nao identificaram padrdes nitidos de estruturagdo ou diferenciagao entre grupos. De
modo similar, Davis et al. (2010), em um trabalho realizado com a espécie de abelha
Colletes floralis, encontraram um altos valores de estruturacdo genética com
estimadores Fst e ainda maior com o estimador Des, mas um menor grau de
diferenciagao quando utilizaram as analises bayesianas.

Os valores de Desi(Jost 2008) observados nas analises comparativas
entre os diferentes pares de populagdes de E. iopoecila demonstram uma tendéncia
a valores maiores do que os de ®st. Alguns autores (Hedrick 2005; Jost 2008) tém
argumentado que marcadores altamente polimérficos e com alta taxa de mutacgao, a
exemplo dos microssatélites, quando sao analisados com base em estimadores de
diferenciagdo obtidos a partir dos modelos matematicos propostos por Wright (1951)
e Nei (1978), podem resultar em uma analise enviesada para baixo nos niveis de
diferenciagdo genética, ou seja, podem produzir estimativas errbneas e
subestimadas de diferenciacdo. De acordo com alguns autores a estimativa de Dest
(Jost 2008) foi desenvolvida visando corrigir alguns problemas existentes nas
estimativas de Fst e seus analogos (Jost 2008; Heller & Siegismund 2009). Estes
autores argumentam que o estimador Dest pode contornar o problema da nao
deteccdo de diferenciacdo genética e fornecer niveis de diferenciacdo mais
compativeis com a realidade.

De um modo geral, embora niveis elevados de estruturacado genética
tenham sido observados para diferentes pares de populacdo, as medidas de

diversidade genética reveladas pelos diferentes marcadores e estimadores néao



56

indicam que as cinco populagdes estudadas estejam sob risco de extingado devido a
baixa diversidade genética destas. Pelo contrario, as medidas de diversidade
genética revelada pelos marcadores de microssatélites foram similares nas cinco
populacdes analisadas, se mostrando também similares as descritas em outros
estudos com Euglossini (Souza et al. 2010; Cerantola et al.2011; Rocha Filho 2011;
Zimmermann et al. 2011; Freiria et al. 2012).

Dos quatros pares de primers heterdlogos de microssatélites
utilizados no presente estudo, os que apresentaram maior numero de alelos foram
os primers descritos para E. annectans (Paxton et al. 2009), uma espécie
filogeneticamente mais relacionada a E. iopoecilado que Euglossa cordata, uma vez
que esta pertence ao subgénero Euglossa, enquanto E. annectanse E.
iopoecilapertencem aos subgénero Glossura (Cameron 2004).Quanto mais
relacionados filogeneticamente estdo os organismos maior o sucesso esperado na
transferabilidade de primers e no polimorfismo revelado por estes (Oliveira et al.
2006; Barbara et al. 2007). Os seis primers especificos para E.
iopoecilaapresentaram um numero médio maior de alelos, a constru¢cado de primers
espécie especifico pode ser mais informativa e confiavel (Francisco et al. 2011).

De um modo geral, os resultados obtidos no presente trabalho
trazem uma nova perspectiva para o estudo genético de populagdes de Euglossini
com vistas a conservagao destas abelhas, uma vez que pela primeira vez um estudo
mostra niveis tdo expressivos de estruturagdo genética em populagbes de uma
especie deste grupo de abelhas. Nossos resultados sugerem que uma maior
atengao seja dada a analise de marcadores mitocondriais para se ter uma ideia mais
precisa de como as populagdes destas abelhas estdo de fato estruturadas. Embora
os marcadores microssatélites nao possam ser desconsiderados de analises futuras,
a inclusdo de marcadores mitocondriais obtidos a partir de regides potencialmente
mais variaveis devem ser consideradas. Por serem as fémeas destas abelhas, assim
como de outros grupos, filopatricas, o DNAmt pode responder melhor a algumas
questdes relacionadas a conservagao manejo de populagdes de Euglossini em

ambientes sob pressao antropica, a exemplo do que acontece com a Mata Atlantica.
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4 CONCLUSOES

e A estruturagdo genética revelada pelo marcador mitocondrial
deve estar relacionada ao comportamento filopatrico das fémeas
e processos evolutivos e eventos climaticos/geologicos
(provavelmente do Quaternario) mais antigos;
e Os menores indices de diferenciagdo genética revelados pelos
marcadores microssatélites parecem estar refletindo também o
fluxo génico via dispersao dos machos de E. iopoecila;
4. Os resultados obtidos indicam a importancia de utilizar em estudos
de Euglossini relacionados a conservagao e caracterizagao genética de populagdes

destas abelhas, de forma combinada, marcadores nucleares e mitocondriais.
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