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ANDRADE, Lendro Nunes de. Estrutura genética populacional e frequéncia de
machos dipléides de Euglossa pleosticta e Euglossa fimbriata (Hymenoptera,
Apidae, Euglossini). 2010. 81 f. Dissertacdo (Mestrado em Genética e Biologia
Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

RESUMO

A estrutura genética e a frequéncia de machos dipléides de populagdes de duas
especies de abelhas das orquideas, Euglossa pleosticta e Euglossa fimbriata, foram
estudadas com base em marcadores microssatélites. Estas duas espécies
apresentam uma ampla distribuicdo em territério brasileiro e sdo comumente
encontradas em remanescentes florestais de Mata Atlantica do nordeste ao sul do
Brasil. As analises genéticas envolveram machos de populacdes de E. pleosticta e
E. fimbriata, respectivamente, de seis e cinco fragmentos florestais, de tamanhos
diferentes (variando de 13,4 a 580 ha), separados por disténcias entre 6,1 e 50,4
km, localizados no norte do estado do Parana. Os machos de abelhas foram
coletados com rede entomoldgica durante visita a iscas-odores. Em cada fragmento
florestal, as abelhas foram amostradas simultaneamente por dois coletores em dois
pontos distintos de coleta. O numero de coleta por fragmento variou de 12 a 18.
Foram analisados 269 machos de E. pleosticta e 212 machos de E. fimbriata Todos
0os seis locos de microssatélites analisados se mostraram polimoérficos, com um
numero de alelos variando de 11 a 39 entre os diferentes locos para E. pleosticta e,
7 a 36 para E. fimbriata. De um total de 128 alelos identificados para E. pleosticta e
115 para E. fimbriata, 45 e 37 foram alelos exclusivos para as respectivas espécies.
A Anadlise de Variancia Molecular (AMOVA) revelou uma variagdo genética de
84,88% dentro das amostras analisadas de E. pleosticta e de 15,12% entre estas,

com um valor de ¢ST = 0,15. Valores similares foram observados para E. fimbriata.
Para esta espécie foi encontrada uma variagdo de 86,2% dentro das amostras

analisadas e de 13,8% entre estas, e um valor de ¢ST = 0,13. Para ambas as

espécies os valores de ¢ST foram significativamente diferentes de zero, indicando
diferenciagao genética alta e moderada, respectivamente, para E. pleosticta e E.
fimbriata. Uma significante estruturacdo entre as amostras analisadas também foi
encontrada pela analise bayesiana, a qual revelou a formacgao de trés agrupamentos
distintos entre si, para ambas as espécies estudadas. As analises revelaram baixas
frequéncias de machos dipldides, totalizando seis machos dipldides identificados
para E. pleosticta e dois para a espécie E. fimbriata. A diferenciagcdo genética
detectada entre os varios pares de amostras € sugestiva de restricdo de fluxo génico
entre as subpopulagdes dos diferentes fragmentos florestais na regido estudada.

Palavras-chave: Insetos haplodiploides. Euglossini. Macho diploide.
Microssatélites. Diversidade genética. Fragmentos florestais.



ANDRADE, Leandro Nunes de. Population genetic structure and frequency of
diploid males of Euglossa pleosticta and Euglossa fimbriata (Hymenoptera,
Apidae, Euglossini). 2010. 81 f. Dissertation (Master's degree in Genetic and
Molecular Biology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2010.

ABSTRACT

The genetic structure and the frequency of diploid males in populations of two orchid
bee species, Euglossa pleosticta and Euglossa fimbriata, were studied using
microsatellite markers. Both species show a wide distribution in the Brazilian territory
and are usually found in Atlantic Forest remnants, from northeastern to southern
Brazil. Genetic analysis were carried out on samples of males of E. pleosticta and E.
fimbriata, respectively, from five and six forest fragments, located in northern Parana
state. These fragments have different sizes (ranging from 13.4 to 580 ha) and they
are separated by distances varying from 6.1 to 50.4 km. Euglossine bees were
collected with an entomological net after being attracted to scent-baits. In each forest
fragment, bees were sampled simultaneously by two collectors at two different sites.
The number of samplings per fragment ranged from 12 to 18. A total of 269 males of
E. pleosticta and 212 males of E. fimbriata were analyzed. The six microsatellite loci
analyzed (Egc17, Egc 18, Egc 24, Egc 26, Egc Egc 35 and 51) were polymorphic,
with a number of alleles ranging from 11 to 39 for E. pleosticta and from 7 to 36 for E.
fimbriata. From the 128 alleles identified for E. pleosticta and 115 for E. fimbriata, 45
and 37, respectively, were exclusive alleles. Analysis of molecular variance (AMOVA)
revealed 84.88% of genetic variation within E. pleosticta samples and 15.12% among

samples from different fragments, with a ¢ST = 0.15. Similar results were found for E.
fimbriata. For this species the variation within and between samples were,

respectively, 86.2% and 13.8%, and the value of ¢3T was 0.13. For both species the

estimates of ¢ST were significantly different from zero and indicated a high genetic
differentiation for E. pleosticta and a moderate genetic differentiation for E. fimbriata.
Bayesian analysis indicated a significant genetic differentiation among the samples
and revealed the formation of three distinct clusters for both species. The analyses
also revealed a low frequency of diploid males, with a total of six diploid males of E.
pleosticta and two of E. fimbriata. The genetic differentiation detected between
several pairs of samples is suggestive of restricted gene flow among subpopulations
of both species inhabiting forest fragments in the region of study.

Keywords: Haplodiploid insects. Bees. Male diploid. Microsatellite. Genetic
diversity. Forest fragments.
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1 INTRODUCAO

A fragmentagdo e perda de habitats naturais estdo na atualidade
entre os maiores desafios a biologia da conservagéo, constituindo em conjunto uma
das principais ameacas a biodiversidade (FAHRIG, 2003). O processo de
fragmentacao resulta frequentemente na redugdo do tamanho dos habitats com
consequente deterioragdo na qualidade destes, seguido do declinio no tamanho das
populagdes (UNRUH; MESSING, 1993). Apos a fragmentacdo, populacdes
pequenas e isoladas podem ficar mais susceptiveis a acdo da deriva genética, ter
riscos maiores de endocruzamento e perda do potencial evolutivo e,
consequentemente, sujeitas a maiores riscos de extingdo (REED; FRANKHAM,
2003).

Insetos haplodipléides como abelhas, vespas e formigas sao
componentes cruciais dos ecossistemas terrestres, pelos diferentes papéis
ecologicos que estes diferentes grupos de himenodpteros desempenham em tais
ecossistemas (LA SALLE; GAULD, 1993). Nestes insetos as fémeas sao organismos
dipléides, enquanto os machos sédo hapléides, hemizigotos. Entretanto, machos
dipléides podem também ocorrer em populagdes de himendpteros (COOK, 1993;
UNRUH; MESSING, 1993). Nestes organismos tais machos surgem de ovos
fertilizados que se mostram homozigotos para o loco que determina o sexo,
enquanto individuos heterozigotos para este mesmo loco desenvolvem-se em
fémeas e, individuos hemizigotos dao origem a machos hapldides e funcionais
(COOK; CROZIER, 1995). Com poucas excecoes (COWAN; STAHLHUT, 2004), os
machos dipléides em populagdes de himenodpteros sdo organismos estéreis e/ou de
baixo valor adaptativo, representando assim um custo genético para suas
populagdes (UNRUH; MESSING, 1993).

A conservagao genética de organismos haplodipléides tem recebido
pouca atengdo da comunidade cientifica e sido ignorada em decisbes sobre
conservagao (ZAYED; PACKER, 2005). Este é um fato preocupante, pois com base
em um modelo estocastico computacional, estes mesmos autores demonstraram

que a taxa de extingdo em algumas populagcdes haplodipléides na presenga de
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machos dipldéides é uma ordem de grandeza maior do que na auséncia destes
(ZAYED; PACKER, op. cit.).

Os machos dipldides tém sido considerados, por alguns autores, um
custo genético para as suas populagdes, pois além de serem individuos estéreis e
ou com uma capacidade adaptativa reduzida, a cada macho dipléide produzido, uma
fémea funcional deixa de ser produzida (ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2004; ZAYED;
PACKER, 2005). Como sao organismos reprodutivamente inviaveis, a producao de
tais machos representa também uma reducdo no tamanho efetivo das populacdes.
Se as populagdes nas quais machos diploides sdo encontrados ja se apresentarem
reduzidas em tamanho, a presenca de tais machos pode, entdo, acentuar a reducao
no tamanho destas populagdes. Alguns estudos desenvolvidos com abelhas da tribo
Euglossini, insetos popularmente conhecidos como “abelhas das orquideas”, tém
sugerido que a presenga de machos dipléides pode estar relacionada a um declinio
no tamanho populacional de algumas espécies (ZAYED; PACKER, 2001; ZAYED;
ROUBIK; PACKER, 2004).

Varios autores tém sugerido que populagcbes de algumas espécies
de Euglossini podem declinar em numero de individuos em ambientes fragmentados,
a exemplo de fragmentos florestais formados em decorréncia dos processos de
desmatamento (POWELL; POWELL, 1987; MORATO, 1994; SOFIA; SUZUKI, 2004;
BROSI, 2009). Especialmente para algumas espécies de Euglossini a redu¢do do
tamanho do fragmento parece ter um efeito negativo sobre as popula¢des destas
abelhas (POWELL; POWELL, 1987; GIANGARELLI et al., 2009).

Insetos haplodipldides, como as abelhas, exibem naturalmente uma
variacao genética comprovadamente inferior a de outros grupos de insetos que nao
apresentam o sistema haplodipléide de determinagdo sexual (PAMILO; VARVIO-
AHO; PEKKARINEN, 1978; BERKEIHAMER, 1982; SHOEMAKER; COSTA; ROSS,
1992; PACKER; OWEN, 2001). Assim, para populagbes de insetos haplodipléides
sob perda de diversidade genética, os riscos de extingdo podem ser ainda maiores.

A determinacdo das frequéncias de machos dipldides em
populagdes de abelhas tem se baseado em analises genéticas a partir de
marcadores isoenzimaticos (TAKAHASHI et al., 2001; ZAYED; ROUBIK; PACKER,
2004; LOPEZ-URIBE; ALMANZA; ORDONEZ, 2007). Isso por que tais machos nio

sdo claramente distintos dos machos hapldides e coletam normalmente fragrancias



16

produzidas pelas plantas (ROUBIK; WEIGHT; BONILLA, 1996) bem como,
provavelmente de outras fontes nao florais. Contudo, os resultados obtidos em
determinados estudos tém algumas vezes se mostrado divergentes (ROUBIK;
WEIGHT; BONILLA, 1996; TAKAHASHI et al., 2001).

Nas ultimas décadas, marcadores moleculares microssatélites tém
sido amplamente empregados em estudos populacionais devido a algumas de suas
caracteristicas, tais como: apresentam heranga mendeliana, exibem elevada
repetibilidade, sdo marcadores codominantes e altamente variaveis, especialmente
quando comparados a marcadores isoenzimaticos. Apesar disto, nenhum estudo até
o momento fez uso de tais marcadores na determinacao da frequéncia de machos
dipléides em populagdes de abelhas Euglossini. Contudo, com o desenvolvimento
dos primeiros primers de microssatélites para espécies destas abelhas (SOUZA et
al., 2007) a utilizacdo de marcadores microssatélites para estudos deste tipo se
tornou mais acessivel.

Assim, o presente trabalho se propde a utilizar tais marcadores para
obter maiores informacdes relacionadas a diversidade genética de populagdes de
duas espécies de Euglossini presentes em fragmentos florestais sob diferentes
formas de interferéncia antrdpica, bem como investigar a frequéncia de machos

dipléides em tais populagdes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VARIABILIDADE GENETICA E ESTRUTURA POPULACIONAL

A estruturacado populacional é quase universal entre os organismos.
Muitos organismos naturalmente formam subpopulagdes, em diferentes formas de
agregados. Além disso, os ambientes naturais sdo tipicamente irregulares, com
areas favoraveis e desfavoraveis misturadas entre si e, ao longo do tempo, mesmo
as regides favoraveis podem ser desorganizadas por enchentes, incéndios e outras
intempéries (HARTL; CLARK, 1997). Estes mesmos autores afirmam que as
consequéncias genéticas da estruturagao populacional resultam do fato de que duas
subpopulag¢des podem apresentar diferencas genéticas, que consistem na aquisigao
de frequéncias alélicas que podem diferir entre subpopulagdes.

A variabilidade genética € introduzida dentro da populagdo por meio
de mutagao, recombinacgao, ou ainda, por meio do fluxo génico entre imigrantes e a
populagao local (HARTL; CLARK, 1997). A variagao genética dentro de uma espécie
€ um conceito fundamental para a genética aplicada a ecologia e esta possui trés
componentes: diversidade genética, diferenciagdo genética e distancia genética
(LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004).

A diversidade genética é uma expressdao comumente utilizada para
descrever a variagao genética herdavel, encontrada dentro de entidades bioldgicas e
que pode ser medida em trés niveis: individual, populacional e de espécie. No nivel
individual, a diversidade pode ser encontrada em um individuo heterozigoto para
qualquer loco particular; ja no nivel populacional, os alelos presentes em um loco
variavel sdo encontrados em individuos diferentes na mesma populacdo. Neste
caso, se existem mais que dois alelos para um mesmo loco e 0s organismos sao
dipléides, nenhum individuo exibira a variagao total apresentada pela populagao;
assim, a diversidade populacional € descrita como sendo dividida entre seus
individuos. Por fim, em nivel de espécie, a variacdo alélica pode mudar entre
populagdes dentro dos limites de distribuigdo da espécie, onde algumas populagdes

exibem alelos que estdo ausentes em outras; neste caso, diz-se que a diversidade
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encontra-se dividida entre populagdes da espécie (LOWE; HARRIS; ASHTON,
2004).

Enquanto a diversidade genética mede a quantidade de variagao
encontrada numa populacgéo, a diferenciacdo genética descreve como esta variagéo
é dividida entre populagdes. A distancia genética quantifica o grau de similaridade
entre dois individuos, ou grupos de individuos, sejam estes de populagbes ou
mesmo de espécies distintas (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Segundo Whiteley,
Spruell e Allendorf (2004), um grande numero de estudos levantou a hipétese de
que fatores ecoldgicos e histéria de vida, como tamanho populacional, padrbes de
migragao e sistema reprodutivo estao relacionados com a divergéncia genética entre
populagdes, por meio dos efeitos de deriva genética e fluxo génico.

Avaliagbes da estrutura genética populacional fornecem um retrato
genético das populagdes, revelando medidas de endogamia, diversidade genética e
diferenciacao entre os espécimes. Esses dados associados ao conhecimento de
atributos como o tamanho efetivo da populagao, o fluxo génico e os sistemas de
acasalamento sdo particularmente importantes no delineamento das acbes de
manejo a serem adotadas. Em longo prazo, as metas de conservagao visam evitar a
endogamia em populagdes que ndo sao naturalmente endogamicas, permitindo a
manutencdo do maior potencial evolutivo possivel (PEREZ-SWEENEY;
RODRIGUES; MELNICK, 2003).

2.2 A HAPLODIPLOIDIA E O SISTEMA COMPLEMENTAR DE DETERMINAGAO SEXUAL NOS
HYMENOPTERA

Dentre os insetos Hymenoptera, ordem na qual estdo inseridas as
formigas, vespas e abelhas, o modo de reprodugcdo mais comum € a arrenotoquia
(COOK, 1993; COOK; CROZIER, 1995). Neste modo de reprodugédo, os machos
nascem de ovos néao fertilizados (partenogénese), recebendo assim um conjunto
simples (haploide) de cromossomos maternos, enquanto as fémeas tém sua origem
a partir de ovos fertilizados, sendo assim organismos dipléides (2,) que carregam

cromossomos de origem paterna e materna.
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Estudos mostram que na maioria dos himendpteros ndo ocorre os
conhecidos mecanismos de determinacao sexual diplodipldide, o qual se baseia nas
diferencas de dosagens entre locos ou diferengas em conjuntos cromossémicos, tal
como a presenga/auséncia do cromossomo Y, que resulta na determinagado do sexo
masculino em mamiferos (COOK op. cit.). Deste modo, diferentes modelos de
determinagao sexual para insetos haplodiploides tém sido propostos (COOK, 1993;
UNRUH; MESSING, 1993; COOK; CROZIER, 1995), dentre os quais se destacam: o
modelo denominado por determinagdo de sexo por complementaridade (CSD, do
inglés: Complenentary Sex Determination) e o de balango génico. No modelo CSD,
duas possibilidades tém sido sugeridas, uma na qual a determinagao do sexo em
haplodipléides seria baseada em um unico loco (single-locus CSD) com multiplos
alelos. Neste modelo, proposto por Whiting nas décadas de 1930-1940, individuos
diploides heterozigotos para o loco sexual seriam fémeas, enquanto que individuos
dipléides homozigotos para este loco, ou ainda hemizigotos, seriam machos
(UNRUH; MESSING, 1993). O modelo CSD-loco unico multialélico foi primeiro
descrito para a vespa parasita Bracon hebetor. Nesta espécie, heterozigotos AiAj
sdo fémeas, enquanto os gendtipos Ai Ai ou Aj Aj sdo machos dipldides e os
gendtipos hemizigotos Ai ou Aj correspondem a machos hapléides (COOK, 1993).
Um segundo modelo relacionado ao CSD, propde a presenca de dois ou mais locos
sexuais contribuindo para determinacdo do sexo nestes insetos, no qual a
heterozigosidade em um ou mais destes locos conduziria ao desenvolvimento de
fémeas (CROZIER, 1977). Assim, no sistema CSD multiloco, a heterozigosidade de
varios locos (por exemplo AiAi /BiBj) é suficiente para o desenvolvimento de fémeas,
enquanto que um individuo dipldide sera macho somente se todos os locos
estiverem em homozigose (CROZIER, 1977; COOK, 1993).

2.3 IMPLICAGOES DA HAPLODIPLOIDIA E DO SISTEMA DE DETERMINAGAO SEXUAL
COMPLEMENTAR (CSD) DE Loco UNICO PARA A CONSERVAGCAO DOS HIMENOPTEROS

O sistema haplodipléide dos himendpteros tem sido foco de diversos

debates no meio cientifico, uma vez que tal sistema tem varias outras
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consequéncias além da determinagdo do sexo para este grupo de insetos. Uma
delas relaciona-se ao fato de que, segundo alguns pesquisadores, 0s organismos
haplodipldides, ao contrario dos diploides, estariam possivelmente mais imunes aos
impactos dos alelos deletérios, os quais seriam eliminados (,purgados®) mais
rapidamente por meio dos machos hapléides, diminuindo os riscos intrinsecos de
uma extingdo (ZAYED; PACKER, 2005). Entretanto, como mencionado
anteriormente, estes dois autores destacam que o sistema de determinagao sexual
de loco unico, identificado até o momento para a maioria dos himendpteros
haplodipléides, introduz outra fonte de desvantagem genética nestes insetos,
correspondente a producdo dos machos dipldides estéreis ou de baixo valor
adaptativo. A principal decorréncia deste fato, segundo analise envolvendo modelo
estocastico computacional desenvolvido por estes mesmos autores, € que a
presencga de tais machos em populagdes pequenas, as quais estdo sujeitas a uma
menor diversidade alélica (alelos CSD; < 5 alelos), teoricamente aumenta a
probabilidade de extingdo das populagdes nas quais estes ocorrem. Ou seja, em
populagdes pequenas, que tenham sofrido, por exemplo, ,gargalo de garrafa®, a
perda de alelos no loco unico-CSD pode representar um risco maior para tais
populacdes, decorrente de uma maior probabilidade de producdo de machos
dipléides (UNRUH; MESSING, 1993). Aparentemente as populacbes maiores de
himendpteros haplodiploides podem manter muitos alelos por loco CSD -
comumente entre 9 e 20 - reduzindo assim a chance de machos dipléides serem
produzidos (COOK; CROZIER, 1995; ZAYED; PACKER, 2005). O numero de alelos
no loco CSD é mantido pelo equilibrio entre mutacdo e deriva, com populacdes
grandes mantendo mais alelos do que as populacbes menores (YOKOYAMA; NEI,
1979 apud ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2004).

Embora alguns autores argumentem que o sistema haplodipldide de
himendpteros resulte em um desvio na razao sexual dos individuos produzidos nos
ninhos destes insetos, ja foi demonstrado para diferentes espécies de abelhas da
tribo Euglossini, que geralmente a razdo sexual na produg¢ao de fémeas e machos &
de 1:1, ou bem préximo a esta propor¢do (PERUQUETTI; CAMPOS, 1997). Apesar
disto, ao reduzir o numero de fémeas em uma populacdo, a producido de machos
dipldides pode produzir um viés nesta razao sexual em favor de machos, ou seja,

para cada macho dipléide produzido uma fémea deixa de ser produzida. Assim, o
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numero de machos, nestes casos, pode superar a quantidade de fémeas (ZAYED,
2004). Além disto, a prépria producédo de individuos estéreis, quando da produgéao
de machos dipldides, resulta na diminuicdo do tamanho efetivo (Ne) das populagdes
onde estes estdo presentes. Zayed (2004) demonstra que uma baixa diversidade
alélica no loco CSD resulta em uma reduc¢ao no tamanho efetivo de populagdes de
himendpteros e tal efeito € maior quando os machos dipldides sao efetivamente

estéreis.

2.4 As ABELHAS COMO AGENTES POLINIZADORES E A TRIBO EUGLOSSINI

Devido ao seu papel na polinizagédo, as abelhas sdo consideradas
essenciais para a manutengao da biodiversidade vegetal (NEFF; SIMPSON, 1993).
No caso das espécies que dependem exclusivamente de fecundacgdo cruzada, a
atividade dos polinizadores € um evento de importancia absoluta (PLEASANTS,
1983). Entre as Angiospermas, a maior parte das espécies possui flores zodfilas e,
desta maneira, necessita de animais para desenvolver frutos e sementes
(SCHLINDWEIN, 2000). Em muitos casos, a polinizacao € o resultado de intrincadas
relagdes entre planta e animal, e a reducado e/ou perda de um deles podera afetar a
sobrevivéncia de ambos (cf. SILVA, 2002). Na regido Neotropical, que abrange toda
América Central e América do Sul, existe um grupo peculiar de abelhas que tem
grande importancia na polinizagao de varias familias vegetais, mas que, sobretudo,
apresenta uma intima associacdo com a familia Orchidaceae. Pelo menos 650
espécies de orquideas s&o polinizadas por essas abelhas e algumas espécies de
orquideas dependem exclusivamente da sua visita para que a polinizacdo ocorra
(ACKERMAN, 1983). Tal grupo pertence a tribo Euglossini, sendo popularmente
conhecidas como abelhas das orquideas (DRESSLER, 1982; ROUBIK; HANSON,
2004).

A tribo Euglossini reune cerca de 200 espécies distribuidas em cinco
géneros: Aglae Lepeletier & Serville, 1825, Exaerete Hoffmannsegg, 1817, Eufriesea
Cockerell, 1909, Euglossa Latreille, 1802, e Eulaema Lepeletier, 1841 (DRESSLER,
1982; ROUBIK; HANSON, 2004). Com distribuicdo restrita a América tropical, as
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Euglossini devem ter se originado entre 100 e 20 milhdes de anos atras na Ameérica
do Sul (REBELO, 2001; ROUBIK; HANSON, 2004). Embora o grupo seja
primitivamente neotropical, ocorrendo do México até a Argentina e Paraguai
(DRESSLER, 1982), a ocorréncia de pelo menos duas espécies (Eulaema
polychroma Mocsary 1899 e Euglossa viridissima Friese 1899) ja foi registrada em
territorios dos Estados Unidos da América (MINCKLEY; REYES, 1996;
PEMBERTON; WHEELER, 2007). Do total de espécies existentes nos neotrépicos,
pelo menos 101 espécies ocorrem na América do Sul (REBELO, 2001) e uma
grande parte destas ocorre em territorio brasileiro. Levantamentos realizados em
remanescentes de Mata Atlantica do Brasil revelaram a ocorréncia de mais de 50
espécies de Euglossini ocorrendo neste bioma (PERUQUETTI et al., 1999;
NEMESIO, 2009), com varias espécies descritas recentemente (NEMESIO, 2009).
De acordo com Roubik e Hanson (2004), se espécies ainda estdo sendo
descobertas, sem duvida, ainda existe muito a ser aprendido sobre as abelhas das
orquideas. As abelhas Euglossini formam um grupo distinto dentro da familia Apidae,
por apresentarem frequentemente tegumento metalico, glossa bastante longa e, no
caso dos machos (Figura 1), as tibias das pernas posteriores modificadas para
possivel metabolizagdo de substancias aromaticas (DRESSLER, 1982; SILVEIRA,;
MELO; ALMEIDA, 2002; ROUBIK; HANSON, 2004). As fémeas destas abelhas,
juntamente com outras de trés tribos de Apidae (Apini, Bombini e Meliponini),
apresentam no terceiro par de pernas uma corbicula, usada para o transporte de
poélen e material para a construcdo dos ninhos (DRESSLER, 1982; MICHENER,
2000).

Alguns autores sugerem que muitas espécies de Euglossini
apresentam associacdes pequenas ou médias com comportamento do tipo comunal
e eussocial. Nestes casos, umas poucas fémeas dividem cooperativamente um
mesmo ninho (ZUCCHI; CAMARGO; SAKAGAMI, 1969; DRESSLER, 1982;
REBELO, 2001; AUGUSTO; GAROFALO, 2004). Os ninhos s&o construidos como
uma urna de resina, barro e outros materiais, podendo estar expostos sobre ramos
ou gravetos; mas a maioria das espécies constréi suas células de resina
aglomeradas dentro de cavidades pré-existentes em ramos ou tronco de arvores, em
barrancos ou em edificagdes (ZUCCHI; CAMARGO; SAKAGAMI, 1969; DRESSLER,
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1982). Estas raramente sdo vistas em flores, mas os machos s&o abundantes em

amostras obtidas com iscas aromaticas (DRESSLER, 1982).

Figura 1 — Desenho esquematico de uma abelha da tribo Euglossini.
Fonte: Roubik (2004).

Apesar do colorido metdlico e tamanho avantajado de varias
espécies, as abelhas das orquideas permaneceram escassas em cole¢cdes de
museus do mundo até meados de 1960 (DRESSLER, 1982). Segundo este autor, o
voo rapido destas abelhas pode ter contribuido para o numero reduzido de
exemplares coletados até entdo. Contudo, com a identificacdo de diversos
compostos quimicos presentes nas orquideas (DODSON et al., 1969; WILLIAMS;
DODSON, 1972), a sintese de esséncias artificiais de algum modo similares a tais
compostos e a descoberta de que machos de varias espécies do grupo eram
facilmente atraidos a iscas-odores contendo tais esséncias, varios levantamentos da
fauna de Euglossini em diversos ecossistemas neotropicais foram realizados
(PEARSON; DRESSLER, 1985; REBELO; GAROFALO, 1991; MORATO; CAMPOS;
MOURE, 1992; NEVES; VIANA, 1999; ROUBIK, 2001; ALVARENGA; FREITAS;
AUGUSTO, 2007; AGUIAR; GAGLIANONE, 2008; STORCK-TONON; MORATO;
OLIVEIRA, 2009). Esta metodologia vem revelando continuamente novas espécies
para o grupo (ANJOS-DA-SILVA; REBELO, 2006; NEMESIO, 2007, 2009). Nas
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ultimas décadas, estudos voltados para a biologia da nidificagdo e comportamento
de diversas espécies de Euglossini forneceram informag¢des importantes sobre a
biologia de tais abelhas (ZUCCHI; CAMARGO; SAKAGAMI, 1969; AUGUSTO;
GAROFALO, 2004; AUGUSTO; GAROFALO, 2007). A estreita relagdo de
parentesco com os demais Apidae corbiculados, associado ao fato de exibir
diferentes niveis de organizagdo social, um carater distinto dentre as abelhas
corbiculadas, tém suscitado um maior interesse sobre o grupo como elemento
importante para estudos voltados a compreensao da evolugdo do comportamento
social entre as abelhas (SOUCY; GIRAY; ROUBIK, 2003; AUGUSTO; GAROFALO,
2004).

Diante da importancia das Euglossini como polinizadores em
diversos ecossistemas neotropicais e da expressiva diversidade do grupo, n&o
restam duvidas de que este grupo de abelhas merece ser mais bem estudado dentro
de uma ampla gama de aspectos. Uma das lacunas no conhecimento desta tribo de
abelhas corbiculadas relaciona-se a estudos de genética de populagdes.
Particularmente, estudos baseados em marcadores moleculares aplicados a
caracterizagao de populagdes de espécies de Euglossini sdo ainda raros. Dentre os
estudos envolvendo populagdes destas abelhas, alguns tém feito uso de marcadores
para a analise de populagdes de diferentes espécies em ambientes fragmentados
(SOFIA et al., 2005; WALDSCHMIDT et al., 2005; SUZUKI, 2007), enquanto outros
tém buscado informacdes sobre as frequéncias de machos dipléides em populacdes
de algumas espécies

(ROUBIK; WEIGT; BONILLA, 1996; LOPEZ-URIBE; ALMANZA;
ORDONEZ, 2007). Em ambos os casos, o foco dos trabalhos relaciona-se a
conservagao de populagbes destas abelhas, que segundo varios estudos s&o
aparentemente sensiveis a degradacdo ambiental e/ou fragmentacédo de habitats, a
exemplo da fragmentacao florestal (POWELL; POWELL, 1987; MORATO, 1994;
SOFIA; SUZUKI, 2004; PARRA-H; NATES-PARRA, 2007; BROSI, 2009). Uma
questdao que tem sido objeto de debates entre alguns autores relaciona-se a
frequéncia de machos dipléides em populagdes de Euglossini (ROUBIK; WEIGT;
BONILLA, 1996; TAKAHASHI et al., 2001; ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2004;
ZAYED; PACKER, 2005; LOPEZ; ALMANZA; ORDONEZ, 2007) e outros grupos de
abelhas (ZAYED; PACKER, 2001). Foi detectado por alguns destes pesquisadores
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um aumento na producdo de machos dipldides em populacbes de tamanhos mais
reduzidos (ROUBIK; WEIGT; BONILLA, 1996; ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2004),
com a producdo de tais machos sendo apontada como um critério ideal para
detectar declinios na diversidade genética de populagbes de haplodipléides
(PACKER; OWEN, 2001; ZAYED; PACKER, 2001).

A diversidade genética é uma expressdao comumente utilizada para
descrever a variagao genética herdavel encontrada dentro de entidades bioldgicas e
que pode ser medida em trés niveis: individual, populacional e de espécie. No nivel
individual, a diversidade pode ser encontrada em um individuo heterozigoto para
qualquer loco particular. Ja, no nivel populacional, os alelos presentes em um loco
variavel sdo encontrados em individuos diferentes na mesma populagdo. Neste
caso, se existem mais que dois alelos para um mesmo loco e 0s organismos s&o
dipléides, nenhum individuo exibira a variacdo total apresentada pela populacio.
Assim, a diversidade populacional €& descrita como sendo dividida entre seus
individuos. Por fim, em nivel de espécie, a variacdo alélica pode mudar entre
populagdes dentro dos limites de distribuicdo da espécie, onde algumas populagdes
exibem alelos que estdo ausentes em outras. Neste caso, diz-se que a diversidade
encontra-se dividida entre populagdes da espécie (LOWE; HARRIS; ASHTON,
2004).

Enquanto a diversidade genética mede a quantidade de variagéo
encontrada numa populacéo, a diferenciagdo genética descreve como esta variagéo
é dividida entre populagdes. Por sua vez, a distancia genética quantifica o grau de
similaridade entre dois individuos, ou grupos de individuos, sejam estes populag¢des
ou mesmo espécies (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Segundo Whiteley, Spruell e
Allendorf (2004), um grande numero de estudos levantou a hipotese de que fatores
ecologicos e da histéria de vida das populagbes e espécies, como sistema
reprodutivo, tamanho populacional e padrdes de migragcéo estao relacionados com a
divergéncia genética entre populagdes, podendo modular os efeitos de deriva
genética e fluxo génico sobre estas. Avaliagdes da estrutura genética populacional
fornecem um retrato genético das populagdes, revelando medidas de endogamia,
diversidade genética e diferenciacdo genética destas. Tais informagdes associadas
ao conhecimento de atributos como o tamanho efetivo da populagao (Ne), o fluxo

génico e os sistemas de acasalamento s&o particularmente importantes no
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delineamento das a¢des de manejo a serem adotadas. Em longo prazo, as metas de
conservagao relacionam-se a evitar a endogamia em populagdes que n&o sao
naturalmente endogémicas, permitindo a manutengado do maior potencial evolutivo
possivel (PEREZ-SWEENEY; RODRIGUES; MELNICK, 2004).

Atualmente, varios tipos de marcadores moleculares estao
disponiveis para analises de diversidade e estrutura genética das espécies e
populagdes (AVISE, 2004). Particularmente, para a determinacdo de machos
dipldides de abelhas Euglossini, é necessario o emprego de marcadores
moleculares codominantes, a exemplo de marcadores isoenzimaticos e
microssatélites. Neste tipo de investigacdo observa-se na literatura atual uma gama
de estudos fazendo uso de marcadores isoenzimaticos (ROUBIK; WEIGT; BONILLA,
1996; TAKAHASHI et al., 2001; ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2004; LOPEZ-URIBE;
ALMANZA; ORDONEZ, 2007) e uma caréncia total de pesquisas baseadas em
marcadores microssatélites. Além disto, é perceptivel a escassez de trabalhos sobre
a diversidade genética de populagcdes de Euglossini sob ameagas antropogénicas,
tais como as submetidas a fragmentagdo de habitats. Neste sentido, maiores
esforcos devem ser dirigidos para o estudo de possiveis perdas na diversidade

genética de populagdes destas abelhas.

2.5 MARCADORES MICROSSATELITES

Os marcadores microssatélites, também conhecidos como
sequéncias simples repetidas (SSRs, do inglés Simple Sequence Repeats) ou
repeticbes curtas em tandem (STRs, do inglés Short Tandem Repeats), sao
marcadores neutros com alta taxa de polimorfismo representados por sequéncias
gendbmicas de DNA nao codificante, apresentando sequéncias curtas repetidas (de 1
a 6 pares de bases) em tandem e distribuidas abundantemente pelo genoma.
Variando normalmente de vinte a algumas centenas de bases em tamanho, tais
sequéncias sdo geralmente amplificadas facilmente pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction) (AVISE, 2004;
CHISTIAKOV; HELLEMANS; VOLCKAERT, 2006). Embora os microssatélites sejam
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extensivamente usados em um consideravel numero de estudos que abrangem as
mais variadas areas da genética, a dindmica mutacional destas regides genémicas
ainda nado se apresenta bem compreendida. Um dos aspectos conhecidos diz
respeito a taxa de mutagcado de microssatélites, sendo esta muito mais alta que a de
outras partes do genoma, variando de 10-2 a 10-6 nucleotideos por loco por
geragao. Varios mecanismos foram sugeridos para explicar essa taxa, incluindo
erros durante a recombinagao, crossing-over desigual e deslizamento da polimerase
durante a replicagao ou reparo do DNA (OLIVEIRA et al., 2006).

O sucesso no uso dos marcadores microssatélites se deve a sua
abundancia e grande distribuicio no genoma, alto grau de polimorfismo
(multialelismo) e a facilidade de analise destes marcadores (ZANE; BARGELLONI;
PATARNELLO, 2002). Além disso, estes marcadores apresentam heranga
mendeliana simples e sdo considerados codominantes sendo possivel a
identificacdo dos heterozigotos (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Todos estes
fatores combinados o0s colocam como os marcadores moleculares com maior
conteudo de informacao de polimorfismo e de grande interesse para muitos estudos
como mapeamento genético, estudos de DNA forense, estudo da variabilidade
genética de populagdes e conservagao/manejo dos recursos bioldgicos (AVISE,
2004; PEREZ-SWEENEY; RODRIGUES; MELNICK, 2004). No entanto, conforme
Oliveira et al. (2006), a utilizacdo de microssatélites tem encontrado barreiras devido
ao alto custo no desenvolvimento de primers especificos. Varios estudos tém
mostrado, entretanto, que pares de primers determinados para uma espécie podem
ser utilizados para outras do mesmo género ou para géneros diferentes da mesma
familia. Esse atributo dos microssatélites € conhecido como transferabilidade ou
amplificagdo espécie-cruzada. A transferabilidade pode ser um fator importante na
simplificacdo do uso dos microssatélites pela reducdo de custos, principalmente
quando se trabalha com espécies raras ou que apresentem dificuldades de
isolamento de microssatélites (OLIVEIRA et al., 2006). A aplicagcdo de marcadores
microssatélites em estudos de populagdes de Euglossini teve inicio apenas
recentemente. Isso ocorreu apos a descricdo de diferentes primers desenvolvidos
por Souza et al. (2007) para duas espécies destas abelhas (Euglossa cordata L. e
Eulaema nigrita Lepeletier). Segundo estes autores, tais primers se mostraram

eficientes para a amplificagdo de varios locos polimérficos de diferentes espécies da
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tribo, dentre as quais Euglossa fimbriata Rebélo e Moure e Euglossa pleosticta
Dressler. Estas duas sao objetos de investigagdo no presente estudo, por serem
especies que representam componentes importantes das comunidades de

Euglossini em fragmentos de Mata Atlantica do sul e sudeste do Brasil.

2.6 O BIOMA MATA ATLANTICA E A FRAGMENTACAO FLORESTAL NO PARANA

Como destacado anteriormente, mais de 50 espécies de Euglossini ja
foram descritas para a Mata Atlantica, algumas das quais endémicas deste bioma
(NEMESIO; SILVEIRA, 2007a; NEMESIO, 2009). Contudo, nos dias atuais, espera-
se que as populagdes de Euglossini, assim como de outros grupos de polinizadores
presentes na Mata Atlantica estejam potencialmente sob forte risco de declinio e
extingdo dado o grau de devastagao deste ameacado bioma. A Mata Atlantica que,
no passado ocupava uma extensao de cerca de 1300.000 km2, atualmente ficou
reduzida a cerca de 7% de sua extensdo original (SOS MATA ATLANTICA, 2008) e
encontra-se representada, na sua maior parte, por pequenos fragmentos, resquicios
da antiga vegetagao nativa (TOREZAN, 2006; RIBEIRO et al., 2009; TABARELLI et
al., 2010). Contudo, as estimativas em relacdo a extensdo atual deste bioma tém
variado segundo os diferentes autores (TONHASCA JR, 2005). Segundo os
resultados apresentados no Atlas dos Remanescentes Florestais de Mata Atlantica,
periodo 2000 - 2005, esta estava reduzida a 6,98% de sua cobertura original (Figura
2). Em 2000, este indice era de 7,1%. A despeito disso, o levantamento mostra que,
comparando os desmatamentos identificados nos intervalos de 1995-2000 e 2000-
2005, houve diminuicdo de 71% no ritmo de desflorestamento (SOS MATA
ATLANTICA, 2008).

No estado do Parana, os registros apontam que toda sua superficie era
recoberta por algum tipo de formagéo vegetal pertencente ao bioma Mata Atlantica
(SOARES; MEDRI, 2002). Particularmente no norte deste estado, a vegetagao
originalmente nativa era de floresta estacional semidecidual, a qual, assim como a
vegetacdo no restante do estado, sofreu um processo intenso de fragmentacao

desde o século XIX, resultando em uma paisagem composta por uma miriade de
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pequenos fragmentos (TOREZAN, 2002). Segundo este autor, antes da
fragmentacao, este tipo de ecossistema formava um continuo com a floresta
ombrofila densa localizada na costa atlantica. Contudo, apdés o desmatamento,
apenas menos de 5% da formacéo vegetal nativa do norte do estado persistem na
atualidade. Tal situacdo pode ser considerada alarmante, devido a importancia da
Mata Atlantica como um bioma de alta biodiversidade e endemismos (MYERS et al.,
2000). O processo de fragmentagcao que decorre do desmatamento de florestas,
como o que acometeu a Mata Atlantica, tem profundas consequéncias para o
ecossistema, mas sem duvida, o efeito mais evidente € a redugao no numero de
espécies (TONHASCA JR, 2005).
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Figura 2 — Extensao original e atual da Mata Atlantica no Brasil
Fonte: Galindo-Leal et al.(2005).
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Outros problemas relacionados a fragmentacdo dizem respeito ao
tamanho dos fragmentos e o isolamento destes, uma vez que tais condigbes podem
resultar em redugdes nos tamanhos das populacdes afetadas e a uma interferéncia
nas interagdes planta-polinizadores que dependem da conectividade entre os
habitats (TSCHARNTKE; BRANDL, 2004).

Muitas vezes as populagdes locais ficam em fragmentos isolados e
as distancias sao tao grandes que o movimento entre as manchas de habitats mais
ou menos favoraveis pode se tornar impossivel. Populagdes de plantas e animais
em fragmentos isolados tém taxas menores de dispersdo e migragcéo e, em geral,
com o tempo sofrem problemas de fluxo génico e declinio populacional (ANTONINI
et al., 2003). Particularmente, os estudos sobre os efeitos dos desmatamentos e da
fragmentagdo nas comunidades de Euglossini tém sido incompletos (CANE, 2001).
E fato que em florestas tropicais, a exemplo da Mata Atlantica, as abelhas estdo
entre os principais polinizadores (BAWA, 1990). Apesar da importancia ecolégica
das abelhas, questdes relacionadas a detecgao e extingado de espécies deste grupo
de insetos s&o ainda assuntos negligenciados (MELO; MARTINS; GONCALVES,
2008). Roubik e Hanson (2004) sugerem que as abelhas Euglossini podem ser
especialmente vulneraveis a fragmentacdo pelo fato destas utilizarem uma ampla
area de forrageio (JANZEN, 1971). Embora o deslocamento destas abelhas entre
fragmentos florestais ja tenha sido demonstrado (RAW, 1989; TONHASCA JR;
BLACKMER; ALBUQUERQUE, 2002), as informagdes sobre a diversidade genética

das populag¢des de Euglossini em ambientes fragmentados s&o ainda limitadas.
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3.1 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos gerais deste estudo foram analisar a variabilidade e a

estrutura genética e as frequéncias de machos dipléides de populagdes de Euglossa

pleosticta e Euglossa fimbriata presentes em fragmentos florestais de Mata Atlantica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar, a partir da aplicagdo de marcadores microssateélites, as
frequéncias de machos dipldides e a variabilidade e a estrutura
genéticas de populagbes das espécies Euglossa pleosticta e
Euglossa fimbriata, respectivamente, de seis e cinco fragmentos
florestais de Mata Atlantica, apresentando tamanhos e graus de
conservagao distintos, localizados no norte do Parana;

e Obter informacdes sobre as populacbes de E. pleosticta e E.
fimbriata presentes em fragmentos florestais, que possibilitem uma
maior compreensao dos efeitos da fragmentagao sobre as espécies
estudadas;

eFornecer informagdes que possam vir a subsidiar estratégias de
manejo que visem uma maior conservagao das espécies estudadas
e de remanescentes de Mata Atlantica mantidos na forma de

fragmentos florestais.
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MARCADORES MICROSSATELITES APLICADOS A ANALISE DA ESTRUTURA
GENETICA POPULACIONAL E FREQUENCIA DE MACHOS DIPLOIDES DE
DUAS ESPECIES DE ABELHAS EUGLOSSINI

Leandro N. ANDRADE! Silvia H. SOFIA*

Resumo

O presente estudo analisou, com base em marcadores microssatélites, a estrutura
genética e frequéncia de machos diploides de seis populagbes de Euglossa
pleosticta e cinco de Euglossa fimbriata, amostradas em fragmentos florestais no
norte do estado do Parana, sul do Brasil. O numero de alelos obtidos, a partir da
amplificacdo de seis locos de microssatélites, variou de 11 a 39 para a primeira
espécie e, de 7 a 36 para a segunda. Tais marcadores revelaram a presenga de
machos diploides nas populagdes de ambas as espécies, 0s quais ocorreram em
frequéncias variando de 4,8 a 16,4% para E. pleosticta e 3,2% para E. fimbriata. A
maior parte da variagdo genética encontrada mostrou-se presente dentro das
populagdes. Para ambas as espécies, as estimativas de diferenciacdo genética

populacional revelaram valores de ¢ST significativamente diferentes de zero, variando
de 0,039 a 0,211 para E. pleosticta e de 0,027 a 0,210 para E. fimbriata. A analise
bayesiana de estrutura genética revelou trés grupos estruturados de subpopulacdes
(K=3) para ambas as espécies. Tais resultados sugerem uma limitagdo no fluxo
entre as populagdes dos diferentes fragmentos estudados.

Palavras-chave: Diversidade genética. Euglossini. Fragmentos florestais. Macho
diploide. Microssatélites

1 INTRODUCAO

No Brasil, o desmatamento da Mata Atlantica, ocorrido durante as
cinco décadas de ocupacado do territério brasileiro, resultou na devastacdo deste
importante bioma neotropical, o qual se encontra atualmente representado por varios
fragmentos florestais (Morellato e Haddad, 2000). Tal processo de desmatamento da

Mata Atlantica também se abateu sobre o norte do estado do Parana, sul do Brasil,

' *Autor para correspondéncia Silvia Helena Sofia. E-mail: shsofia@uel.br - Phone: +55-43-33714437; Fax:

+55-43-33714207. Departamento de Biologia Geral, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, Brasil Caixa Postal 6001, 86051-990
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onde a vegetacao original ficou reduzida a uma miriade de pequenos fragmentos
florestais (Torezan, 2002).

A fragmentacdo e perda de habitats naturais estdo, na atualidade,
entre as principais ameagas a biodiversidade (Fahrig, 2003). O processo de
fragmentacgao resulta na redugcdo do tamanho dos habitats, seguido do declinio no
tamanho das populagdes (Unruh e Messing, 1993). Apdés a fragmentacgéo,
populagdes pequenas e isoladas podem ficar susceptiveis a acdo da deriva
genética, endocruzamento e perda do potencial evolutivo, aumentando os riscos de
extincdo destas (Reed e Frankham, 2003).

Para insetos haplodipldides, como as abelhas, que exibem uma
variagdo genética inferior a de outros grupos de insetos que nido apresentam o
sistema haplodipléide de determinacdo sexual (Pamilo et al., 1978; Berkelhamer,
1982; Shoemaker et al., 1992; Packer e Owen, 2001), as perdas de diversidade
genética podem expor as populagdes de tais insetos a riscos maiores de extingéo
que os demais. Além disto, quando se considera o fato de que nos haplodipléides o
aumento no numero de machos dipldides, de menor valor adaptativo que os
hapldides, esta potencialmente associado a um declinio do tamanho populacional e
perda de diversidade genética das populagbes afetadas (Zayed e Packer, 2001;
Zayed et al., 2004), a fragmentacao de habitats pode representar uma ameaca ainda
maior as populagdes destes insetos. Apesar disto, a conservagcdo genética de
organismos haplodipléides tem recebido pouca aten¢gdo da comunidade cientifica e
sido ignorada em decisbes sobre conservagado (Zayed e Packer, 2005). Segundo
modelo estocastico computacional desenvolvido por estes autores, a taxa de
extingdo em algumas populagdes haplodipléides revelou-se na presenca de machos
diploides, uma ordem de grandeza maior do que na auséncia destes (Zayed e
Packer, 2005). Ao se considerar o importante papel ecolégico desempenhado pelas
abelhas na polinizagao e manutencao da diversidade vegetal em florestas tropicais
(Bawa, 1990; Neff e Simpson, 1993), mais estudos voltados ao conhecimento da
diversidade e estrutura genética das populagdes destes polinizadores presentes em
fragmentos florestais devem ser desenvolvidos.

Particularmente no caso das abelhas das orquideas, um grupo
importante na polinizagdo de diversas familias de angiospermas nos neotrépicos

(Dressler, 1982; Tonhasca Jr. et al., 2003), estudos tém mostrado que algumas
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espécies podem ter suas populagdes reduzidas em ambientes fragmentados (Powell
e Powell, 1987; Morato, 1994) e que a redugao no tamanho do fragmento parece ter
um efeito negativo sobre tais populagdes (Powell e Powell, 1987; Giangarelli et al.,
2009; Brosi, 2009). Até o presente, contudo, sdo escassas as informagdes sobre a
diversidade e estrutura genética de populagdes destas abelhas.

Atualmente, varios tipos de marcadores moleculares estao
disponiveis para analises de diversidade e estrutura genética das espécies e
populagdes (Avise, 2004). Dentre estes, os marcadores moleculares microssatélites
estdo entre os mais empregados em estudos populacionais, devido a elevada
eficiéncia dos mesmos na deteccédo de polimorfismo genético. Apresentam heranca
mendeliana, sdo codominantes, exibem elevada repetibilidade e sao altamente
variaveis, especialmente quando comparados a marcadores isoenzimaticos (Avise,
2004; Oliveira et al., 2006).

Particularmente, para a determinacdo de machos dipldides de
abelhas Euglossini, é necessario o emprego de marcadores moleculares
codominantes, a exemplo de marcadores isoenzimaticos e microssatélites. Neste
tipo de investigacdo observa-se na literatura atual uma gama de estudos fazendo
uso de marcadores isoenzimaticos (Roubik et al., 1996; Takahashi et al., 2001;
Zayed et al.,, 2004; Lopez-Uribe et al., 2007) e uma caréncia total de esquisas
baseadas em marcadores microssatélites. Além disto, é perceptivel a escassez de
trabalhos sobre a diversidade genética de populagées de Euglossini sob ameacgas
antropogénicas, tais como as submetidas a fragmentacao de habitats. Neste sentido,
maiores esforgcos devem ser dirigidos para o estudo de possiveis perdas na
diversidade genética de populagbes destas abelhas.

Diante deste quadro, o presente trabalho se propde a utilizar
marcadores microssatélites no estudo da diversidade e estrutura genética de
populacgdes de duas espécies de Euglossini presentes em fragmentos florestais sob
diferentes formas de interferéncia antrépica, bem como investigar a frequéncia de

machos diploides em tais populacdes.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ESPECIES ESTUDADAS

Euglossa pleosticta Dressler e Euglossa fimbriata Rebélo & Moure
sdo duas espécies da tribo Euglossini que mostram ampla distribuicdo em territério
brasileiro. E. pleosticta € encontrada nos seguintes estados brasileiros: Amazonas,
Acre, Maranhéo, Sergipe, Bahia, Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, S&o
Paulo e Parana (NEMESIO, 2009). E. fimbriata tem também sua ocorréncia relatada
para varios estados brasileiros, tais como Maranhdo (REBELO; SILVA, 1999), Minas
Gerais (NEMESIO; SILVEIRA, 2007b), Rio de Janeiro (AGUIAR; GAGLIANONE,
2008), Sdo Paulo (REBELO; GAROFALO, 1991) e Parana (SOFIA; SANTOS;
SILVA, 2004). Juntamente com outras espécies de Euglossini, E. fimbriata é tida
como uma espécie tipica de florestas semideciduas, comumente encontrada do
sudeste, a partir dos estados de Minas Gerais e Espirito Santo até o Rio Grande do
Sul (sul do Brasil) (NEMESIO, 2009). Segundo este autor, os registros desta espécie
em estados como Paraiba, Pernambuco e Alagoas devem ser confirmados, uma vez
que esta pode ser facilmente confundida com outras espécies morfologicamente
similares de Euglossini. Ambas as espécies estudadas tem suas ocorréncias
maiores atribuidas a remanescentes florestais de Mata Atlantica das regides sudeste
do Brasil, embora E. fimbriata seja também considerada uma espécie relativamente
comum em varios ecossistemas do Maranhdo (REBELO; SILVA, 1999).
Particularmente, no norte do estado do Parana, estas duas espécies constituem
componentes representativos da fauna local de Euglossini (SOFIA; SUZUKI, 2004;
SOFIA; SANTOS; SILVA, 2004).

2.2 AREAS DE ESTUDO

As abelhas foram coletadas em cinco fragmentos florestais
perfeitamente isolados na regido norte do estado do Parana, sul do Brasil (Figura 1).
Originalmente, a regiao norte do Parana era recoberta por Floresta Estacional
Semidecidual, um dos ecossistemas associados de Mata Atlantica (MORELLATO;

HADDAD, 2000), restando atualmente pouco (<5%) desta vegetac&o nativa.
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Na Tabela 1 encontram-se as informacodes referentes a localizacéo
geografica, tamanho em hectares e caracteristicas da vegetacdo dos fragmentos
florestais estudados. Dos cinco fragmentos estudados, o maior em tamanho
(fragmento G), constitui uma reserva governamental (Parque Estadual “Mata dos
Godoy”), com cerca de 580 ha de mata nativa primaria ainda bastante conservada,
que forma junto com outros fragmentos de mata fora dos limites da reserva, um
grande fragmento florestal, com cerca de 2800 ha (SOFIA et al., 2005). Trés
fragmentos estudados constituem reservas legais em propriedades rurais
particulares, sdo estes: fragmentos D, P e 2C. (Tabela 1). Destes, apenas o
fragmento D (localizado na Fazenda Doralice), com 180 ha, apresenta sua
vegetacao nativa ainda relativamente preservada; os outros dois fragmentos de mata
privados apresentam a vegetagcao bastante alterada, representada por vegetacéo do
tipo secundaria. O quinto fragmento florestal (AT) constitui uma reserva
governamental (Parque Municipal “Arthur Thomas”), com 66 ha e vegetagao do tipo
secundaria. Quatro dos fragmentos onde as abelhas foram amostradas encontram-
se circundados por areas agricolas ou pastagens, que avangam até a borda destes
fragmentos, enquanto que o fragmento AT e H, localizados em areas urbanas,
encontram-se inseridos em matrizes urbanas. Particularmente, o fragmento H
constitui uma mata de 13,4 ha, localizada no campus da Universidade Estadual de
Londrina cuja vegetacdo foi consideravelmente modificada por agdo antropica.
Todos os fragmentos sao representados por vegetagdo do tipo estacional
semidecidual e encontram-se geograficamente separados por distancias variando
aproximadamente entre 7,5 e 50 quildmetro (Figura 1). (Tabela 1). As distancias

aproximadas entre os seis fragmentos estdo indicadas na (Tabela 2).
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Tabela 1 — Caracteristicas dos cinco fragmentos florestais estudados, incluindo tamanho em hectares (ha), localizagao, tipo de
reserva e vegetacdo. Sdo apresentados os totais de machos das espécies E. pleosticta e E. fimbriata coletados em
cada fragmento (N) e o esforgo de coleta em cada fragmento numero de coletas.

L . N Numero
Fragmentos Localizacédo (coordenadas Tipo de
Tamanho (ha) Reserva . _ de
Florestais geograficas) vegetagdo E. pleosticta E. fimbriata
coletas
Faz. Doralice Ibipora
170 _ Particular/ rural Madura 74 77 16
(D) (23°18'S; 50°59" W)
Pq. Mata dos Godoy Londrina Governamental/
580 _ Madura 45 70 15
(G) (23°27°5; 51714 W) rural
Faz. Cachoeira 2C Sertanopolis ) )
180" _ Particular/ rural Secundaria 55 24 18
(2C) (22°58'S; H0°59" W)
Estancia Patrial Londrina
14,6 _ Particular/ rural Secundaria 20 23 14
(P) (23°22°S; 51°14° W)
Pq. Arthur Thomas Londrina Govemamental/ )
66 _ Secundaria 24 18 12
(AT) (23°20'S,; 51°08" W) Urbana
Horto/UEL 134 Londrina Govemamental/ s dari - "
. sqQie- £40 ecundaria : -
(H) (23°19'S; 51°12'W) Urbana

*Tamanho do fragmento = a soma de dois fragmentos menores com 66,7 e 117,3 ha, distantes 230 m entre si e considerados com unico fragmento.
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Figura 1 — Localizacdo geografica dos fragmentos florestais estudados e as
distancias entre estes. Os numeros correspondem a distancia em
quildmetros (km) entre os seis fragmentos florestais estudados: 2C =
Fazenda 2C, D = Fazenda Doralice, G = Parque Estadual mata dos
Godoy, P = Estancia Patrial, AT = Parque Municipal Arthur Thomas e H

= Horto / UEL
Fonte: modificado de Giangarelli et al. (2009).
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Tabela 2 — Distancia geografica (km) entre os seis fragmentos florestais
estudados. D = Faz. Doralice; G = Pq. Estadual Mata dos Godoy; P
= Estancia Patrial; 2C = Faz. 2C; AT = Pq. Arthur Thomas e H =

Horto/ UEL.
D G 2C P AT
G 278 -
2C 33.0 50,4 -
P 26,3 7,35 492 -
AT 16,1 12,4 40,9 10,1 -
H 233 12,0 431 6,1 6,6

2.3 COLETAS DE ABELHAS

A metodologia usada para a captura de machos foi baseada na
descrita por Sofia e Suzuki (2004), com algumas modificacbes. Durante as
amostragens foram utilizadas iscas-odores de trés esséncias quimicas - eucaliptol,
eugenol e vanilina - que tém se mostrado eficientes na atracdo de machos de
Euglossini.

Em cada fragmento florestal foram amostrados, simultaneamente
por dois coletores, dois pontos de coleta. As coletas foram realizadas no horario
entre 10 e 13 horas, periodo de maior atividade de machos de Euglossini na regido
de estudo (Santos e Sofia, 2002), e tiveram duragdo de duas a trés horas cada. Em
cada uma das areas foram realizadas entre 12 e 16 amostragens nos meses de
maior atividade de Euglossini (outubro a maio) na regido (Sofia et al., 2004). A
escolha de um numero médio de 14 coletas por fragmento foi feita na tentativa de se
padronizar e equalizar o esforgco amostral por area de estudo e, assim, se obter uma
estimativa subjetiva dos tamanhos populacionais das espécies estudadas em cada
local. Tendo em vista que, os machos Euglossini que visitam iscas-odores estdao em
idade adulta e reprodutiva (Dressler, 1982), procurou-se por meio da estratégia de
amostragem adotada se obter uma estimativa equivalente dos tamanhos efetivos
das populagdes das espécies estudadas em cada um dos fragmentos estudados. Os
machos atraidos as iscas foram coletados com uma rede entomoldgica e
acondicionados vivos em frascos individuais. O material coletado foi identificado no

laboratério sob estereomicroscopio. Apds a identificagdo, as abelhas foram mantidas
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em freezer a temperatura de — 20°C até a extragdo do DNA total. Alguns individuos
da espécie estudada foram montados em alfinetes entomolégicos e depositados no
Museu de Zoologia da Universidade de Londrina (MZUEL), servindo como material

testemunho.
2.4 EXTRACAO DE DNA E ANALISES DE MICROSSATELITE

Antes das extracdes, as abelhas foram lavadas em etanol 70% para
a remogao de contaminantes, como pdlen ou fungos. O DNA total das amostras foi
extraido por meio de trés lavagens sucessivas em: fenol; fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico; e, cloroférmio/alcool isoamilico conforme metodologia descrita por Sofia
et al. (2005). O material obtido da extracao foi ressuspendido em 50 uL de TE (10
mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e armazenado a -20° C. Para a obtencédo de
marcadores microssatélites foram utilizados seis pares de primers (Egc 17, Egc 18,
Egc 24, Egc 26, Egc 35 e Egc 51) desenvolvidos por Souza et al. (2007). As reagdes
de amplificacdo foram produzidas em um volume final de 15 pL, contendo: tampao
10x; 0,25mM de dNTPs; 2,0 mM de MgCI2 ; 0,2 uM de cada primer (Forward e
Reverse) e 1 U de Taq DNA Polimerase (BioTools), DNA estoque diluido 1/10.000 e
agua bidestilada (q.s.p). As amplificagcbes das amostras foram executadas em um
termociclador (PTC-100, MJ Research), de acordo com o seguinte protocolo:
desnaturagao inicial a 94°C por 3 min, seguida de 30 ciclos de 30 s a 94 °C
(desnaturacao), 20 s em temperatura de 54 °C e 1 min a 72 °C (extensao) e, uma
extenséo final de 10 min a 72°C.

Os produtos da amplificacdo foram separados eletroforeticamente
em géis de poliacrilamida e bisacrilamida (19:1) 8% (15,5 mL de agua destilada; 4
mL de poliacrilamida 40% [38 g de acrilamida; 2 g de Bis-acrilamida; agua ultra-pura
até completar o volume de 100 mL]; 2 mL de TBE 10x; 550 uL de persulfato de
potassio [1 g de persulfato de potassio; 9 mL de agua destilada]; 30 uyL de TEMED)
em cubas verticais apropriadas com tampao TBE 1,0x. Um marcador de peso
molecular de 10 pb foi aplicado na primeira e ultima canaletas de cada gel para
auxiliar na determinacédo do peso molecular de cada alelo de microssatélite presente
no gel. As corridas eletroforéticas foram feitas a 21 V.cm-1, e tiveram duracéo de
mais ou menos duas horas. Os géis foram entdo corados com nitrato de prata (2

g.10 mL™") e fotografados em camera digital sobre negatoscépio.
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2.5 ANALISES DOS DADOS

No presente trabalho o conjunto de abelhas (de cada uma das
espécies estudadas) de cada fragmento florestal foi considerado, ao longo do
trabalho, uma ,amostra“.

A partir da identificagao dos diferentes alelos, a analise genética foi
realizada com base em diferentes programas computacionais. A analise da estrutura
genética das populacdes estudadas foi realizada usando-se a estatistica F (Wright,
1951) e também a partir da analise bayesiana (analise probabilistica). No caso da
estatistica F foram empregados os seguintes programas computacionais: a)
ARLEQUIN 3.01 (Excoffier et al., 2006), no qual a analise da estrutura genética
populacional é feita com base na analise de variancia molecular (AMOVA) (Excoffier
et al., 1992). Esta analise serviu para gerar estimativas da varidncia genética em

diferentes niveis hierarquicos (ou seja, de 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). Wright (1978) sugeriu que os valores de "st podem ser

interpretados qualitativamente em termos de diferenciacdo genética como: valores

de 0 a 0,05 indicam baixa diferenciagcéo genética; 0,05 a 0,15 moderada; 0,15 a 0,25
alta e acima de 0,25 diferenciacdo genética muito alta. A significancia do st

(analogo de Fsr) foi estimada por meio de 1000 aleatoriza¢des e foram considerados
significativos valores de p < 0,05; b) programa TFPGA 1.3 (Miller, 1997), por meio do
qual foi estimado o valor de Fst empregado para a estimativa de diferenciagao das
populagdes. Este programa permitiu ainda o calculo dos seguintes parametros
genéticos: proporcdo de locos polimorficos (P), usando-se o critério de 95% e
distancia genética Nei. c) programa STRUCTURE versao 2.2, para a determinagao
da estrutura genética dos grupos amostrados, a partir de analises bayesianas, as
quais inferem o numero de populagbes a partir dos dados genéticos fornecidos.
Neste caso, o programa define se os grupos analisados estdo estruturados em K
populacdes ou ndo. Foram testadas as possibilidades da existéncia de uma a sete
populagdes, sendo que a analise de cada K foi repetida dez vezes. No presente
estudo, foi assumido o modelo ‘sem mistura’ de ancestralidade, o qual € apropriado

para a analise de populagdes distintas quanto a origem dos seus individuos e que
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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 randomizagbes. Todos estes parametros
genéticos, bem como os de heterozigosidade esperada (intra-loco, média e total)
apresentados a seguir, foram estimados sem a inclusdo dos dados de machos
dipldides, tendo em vista que os programas utilizados n&o possibilitam a analise

simultdnea de planilhas contendo dados hapldides e dipldides. A determinagao de
uma possivel associagao entre a distancia geografica e os valores de ¢3T para os

diferentes pares de amostras foi calculada pelo coeficiente de correlacdo, utilizando-
se o programa Excel da Microsoft.

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 férmula: ¢ =
B2/2pqT2, onde B, é o numero de machos dipléides, 2pg € a frequéncia de

heterozigotos T, € o numero de machos analisados.
3 RESULTADOS

No presente trabalho, os marcadores microssatélites apresentaram
uma grande diversidade alélica para ambas as espécies estudadas. Para E.
pleosticta, o numero de alelos por loco variou de 11 (loco Egc 26) a 39 alelos (loco
Egc 17). Para E. fimbriata, o numero de alelos detectados para os seis locos
amplificados variou de sete (loco Egc 35) a 36 (loco Egc 17), indicando que para
ambas as espécies o loco Egc 17 foi o mais diverso (Tabela 3). Também para
ambas as espécies o segundo loco mais variavel em numero de alelos foi o Egc18
(Tabela 3). Para quatro dos seis locos de microssatélites amplificados, foi observada
uma tendéncia de uma maior diversidade alélica para a espécie E. pleosticta. Nesta
espécie foram analisados 269 machos, o que permitiu a identificacao de 128 alelos
no total, ao passo que 115 alelos foram identificados para um total de 212 machos
analisados da espécie E. fimbriata (Tabela 3). Em ambas as espécies, em todas as
populacdes analisadas, foram detectados alelos exclusivos para todos os locos

analisados. Para E. pleosticta, o numero de alelos exclusivos variou de dois (loco
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Egc26) a 13 (loco Egc 18) e para a espécie E. fimbriata os alelos exclusivos

variaram em numero de 1 a 14 (Anexos | e Il).

Tabela 3 — Locos utilizados, total de alelos obtidos para cada loco para a
analise de E. pleosticta e E. fimbriata dos fragmentos estudados.

Numero de alelos

Locos

E. pleosticta E. fimbriata
Egcl7 39 36
Eagcl18 35 28
Egc24 14 14
Egc26 11 18
Eagc35 14 7
Egc51 15 12
Total 128 115

Os numeros médios de alelos encontrados para as populacdes das
duas espécies nos diferentes fragmentos florestais estudados (Figura 2). Em ambas
as espécies a populagcdo do fragmento D (reserva legal de 170 ha - Tabela 1)
mostrou um maior numero médio de alelos por loco analisado. A populagdo do
fragmento de maior tamanho e maior grau de conservacgao (fragmento G, de 580 ha)
foi a segunda na categoria de numero médio de alelos por loco. Ao se comparar as
populagdes de E. pleosticta e E. fimbriata deste fragmento com as do fragmento D
quanto a diferencas no numero médio de alelos, a maior diferenca se deu entre as
populagdes de E. pleosticta (Figura 2). Para a espécie E. pleosticta esta tendéncia
da populagao do fragmento D (170 ha) de mostrar uma maior diversidade alélica que
as demais populagdes analisadas foi verificada para os seis locos analisados, mas
foi particularmente evidente para o loco Egc24 (Figura 3). No caso da espécie E.
fimbriata, a excecao do loco Egc26 para o qual foi observado uma maior diversidade
alélica para a populacédo da Mata dos Godoy (fragmento G), a mesma tendéncia de
uma maior diversidade alélica para a populagdo do fragmento D foi também

evidenciada.
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Figura 2 — Numero médio de alelos de microssatélites obtidos nas amplificagdes dos seis
locos das espécies Euglossa pleosticta e Euglossa fimbriata dos cinco
fragmentos florestais estudados (D = Faz. Doralice; G = Pq. Estadual Mata dos
Godoy; P = Estancia Patrial; 2C = Faz. 2C; AT = Pq. Arthur Thomas e H = Horto/
UEL).

Em relagdo as estimativas de heterozigosidade total (Hy) esperada,
as analises revelaram valores similares de Hy para ambas as espécies, sendo este
valor de 0,73 para E. pleosticta e 0,79 para E. fimbriata.

Para a espécie E. pleosticta as maiores heterozigosidades intra-loco
esperadas foram detectadas para os locos Egc 17 e Egc 18, os quais mostraram
heterozigosidades médias de 0,9350 e 0,8906 (Tabela 4). No caso de E. fimbriata
as maiores heterozigosidades (intra-loco e médias) foram encontradas para os locos
Egc 17 e Egc 26. Para ambas as espécies 0 maior valor de heterozigosidade média
esperada foi obtido para a populagdo do fragmento D. De modo diverso, os menores
valores de heterozigosidade média para a espécie E. pleosticta foram detectados
para as populagdes das reservas governamentais G e AT, enquanto que para E.
fimbriata o menor valor de heterozigosidade média estimado (0,56) foi o da

populagao do fragmento 2C (Tabela 4).
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Tabela 4 — Heterozigosidade total esperada (Ht), heterozigosidade intra-loco e

heterozigosidade média esperada ( = dp) para as diferentes
populagcdes de Euglossa pleosticta (parte superior da tabela) e
Euglossa fimbriata (parte inferior da tabela) provenientes dos cinco
fragmentos florestais estudados (D - AT)*. [ ] = no. de individuos
analisados.

Loco D G P 2¢ AT H Média + dp  Hr
(170 ha) (580 ha) (14,60 ha) (180ha) (66 ha) (13,4 ha)
Euglossa pleosticta
[74] [45] [20] [55] [24] [51]
Egc17 0,9646 0,9596 0,9064 0,8999 0,9447 0,9503 0,9376 0,0276
Egc18 0,9368 0,9152 0,8830 0,8721 0,8459 0,9432 0,8994 0,0386
Egc24 0,9002 0,0000 0,1988 0,0370 0,0000 0,0000 0,1893 0,3567
Egc26 0,8236 0,3212 0,6023 0,4528 0,1700 0,4540 0,4706 0,2259
Egc3s 0,6064 0,2788 0,4503 0,5192 0,2451 0,7525 0,4753 0,1940
Egc51 0,7950 0,4919 0,6316 0,5164 0,8538 0,7840 0,6787 0,1540
MHé'Z‘i'a 0,8379 0,4944 0,6121 0,5496 0,5090 0,6473 0,6085 0,1267 0,73
+dp 0,1193 0,3451 0,2441 0,2889 0,3799 0,3330 0,2850 0,0938
Euglossa fimbriata
N [771 [70] [23] [24] [18]
Egci? 0,0445 0, 9437 0,9091 0,8080 0,9608 ) 0,9132 0,0618
Egc18 0,8858 0,8878 0,9447 0,9384 0,9150 ) 0,9143 0,0275
Egc24 0,7651 0,6625 0,3557 0,3080 0,7190 - 0,5621 0,2139
Egc26 0,6095 0,8932 0,8261 0,9022 0,8693 ) 0,8380 0,0829
Egc35 0,6137 0,5615 0,7470 0,2355 0,7778 ) 0,5871 0,2162
Egc51 0,8688 0,0000 0,5692 0,1630 0,0000 ) 0,3202 0,3850
MHé':fi'a 0,7962 0,6581 0,7253 0,6592  0,70700 ) 06892 0,0880 0,79
+dp 0,1147 0,3246 0,2055 0,3287 0,3264 ) 0,2560 0,0967
*D = Faz. Doralice; G = Pq. Estadual Mata dos Godoy; P = Estancia Patrial; 2C = Faz. 2C; AT = Pq.

Arthur Thomas e H = Horto / UEL
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Figura 3 — Numero de alelos obtidos para os locos de microssatélites das espécies E.
pleosticta e E. fimbriata dos cinco fragmentos florestais estudados (D = Faz.
Doralice; G = Pq. Estadual Mata dos Godoy; P = Estancia Patrial; 2C = Faz. 2C;
AT = Pq. Arthur Thomas e H = Horto / UEL).

Em relacéo as frequéncias dos diferentes alelos encontrados para os
seis locos de microssatélites analisados para E. pleosticta e suas distribuicbes nas
seis populacdes estudadas (Anexo 1), alguns resultados merecem destaque, como
segue: foi observado que para os locos Egc 24 e Egc 26, os alelos 11 e 5,
respectivamente, mostraram frequéncias acentuadamente elevadas (variando entre
65% a 100%) para as populagdes dos fragmentos G, P, 2C, AT e H, enquanto que,
para a populacao do fragmento D (Doralice) nota-se uma tendéncia de ocorréncias

de um maior numero de alelos para ambos os locos em frequéncias mais baixas. Do
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total de machos analisados da espécie E. pleosticta foi constatada a ocorréncia de
seis machos dipléides heterozigotos nas amplificagdes de quatro (Egc17, Egc26,
Egc35 e Egc51) dos seis locos de microssatélites investigados (Tabela 5). Destes
seis machos, cinco foram coletados em areas de reservas legais em propriedades
particulares e um na reserva governamental localizada em area urbana (AT). Dentre
os machos dipléides coletados nas reservas legais, trés foram coletados no
fragmento D (170 ha), um no fragmento 2C (180 ha) e um no fragmento P (14,6 ha).
Dos 212 machos de E. fimbriata analisados dois se mostraram heterozigotos para o

loco Egc17, ambos pertencentes a populagao do fragmento D.

Tabela 5 — Numero de individuos analisados (N), numero de machos dipléides (Mzp)
numero de locos que revelaram machos dipléides, porcentagem de locos
polimérficos (P), frequéncia total (¢T) de machos dipldides e frequéncia
de machos dipléides encontrados por fragmento Wfragmento) das

espécies E. pleosticta e E. fimbriata coletados em fragmentos florestais®
no norte do Parana. No = ndo observado.

lP"fmgmentn
: No. de o ér
Espécies N Mazn locos P (%)
D P 2C AT H
E. pleosticta 269 8 5 83100 38% 48% 164% 92% 83% 6%
E. fimbriata 212 2 1 83-100 12% 3,2% N N N N

aD = Faz. Doralice; P = Estancia Patrial; 2C = Faz. 2C; AT = Pq. Arthur Thomas e H = Horto / UEL.

Para as populagdes das duas espécies estudadas, a analise da
variancia molecular (AMOVA) revelou uma diferenciagéo genética significativamente

(p<0,0001) diferente de zero, sendo esta diferenciagcdo alta para a espécie E.
pleosticta (¢ST = 0,1690) e moderada para E. fimbriata (¢ST = 0,1378). Em ambos os
casos, a maior parte da variagdo genética mostrou-se presente dentro dos grupos,
sendo 83,1% para E. pleosticta e 86,2% para E. fimbriata (Tabela 6). A analise de
estruturagdo genética efetuada pelo programa TFPGA revelou os mesmos valores

de Fst (analogo ao ¢ST) que os obtidos pela AMOVA.
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Tabela 6 — Analise da Variancia Molecular (AMOVA) e comparacao da variancia da

frequéncia génica (¢ST), entre as populacdes das espécies E. pleosticta e

E. fimbriata dos cinco fragmentos florestais estudados, baseados em
marcadores microssatélites (obtidos para os locos Egc 17, Egc 18, Egc
24, Egc 26, Egc 35 e Egc 51).

Espécie Fonte de G.L. Somade Componentes Porcentagem Qs
variagdo Quadrados de Varidncia da Variagdo

Entre ] 80, 354 0,33732 15,12 0, 1512***
populacdes

E. pleosticta Dentro de 255" 482, 845 1, 89351 84,68
populacgdes
Total 260 063, 199 2,23083
Entre 4 60, 632 0, 33820 13,78 0, 1378**
populacoes

E. fimbriata Dentro de 205" 433,635 2, 11529 86,22
populacoes
Total 209 493, 867 2,45349

*

= Nas anadlises dentro de populagdes ndo foram incluidos os oito individuos dipldides de E.
pleosticta e dois de de E. fimbriata. *** = p < 0,0001.

Nas comparagdes par a par, também para ambas as espécies
estudadas, a AMOVA indicou uma diferenciacdo genética significativamente
diferente de zero (p<0,05) para os diferentes pares de comparativos analisados

(Tabela 7). No caso das populagdes de E. pleosticta, a diferenciagdo genética
encontrada variou de baixa (¢ST = 0,0398) para as populagbes da reserva legal P
(14,6 ha) e da reserva governamental mantida em area urbana - AT (66 ha), a muito
¢
s

alta ("st = 0,2114) para as populagdes do fragmento D (reserva legal de 170 ha) e G

(Mata dos Godoy, 580 ha). No caso de E. fimbriata, o menor valor encontrado de
diferenciagdo genética foi para o par G e AT (st = 0,0274) e o maior valor estimado
foi para o par G e 2C (reserva legal de 180 ha), indicando diferenciacdo genética

também variando de baixa a muito alta (Tabela 7).



Tabela 7 —

50

Analise da Variancia Molecular (AMOVA) e comparagao da variancia da
frequéncia génica (¢ST) par a par, entre populacdes de E. pleosticta e
entre cinco fragmentos florestais estudados® baseados em marcadores
microssatélites (obtidos para os locos Egc 17, Egc 18, Egc 24, Egc 26,
Egc 35 e Egc 51). *=p <0,05.

Porcentagem de variagao [ Ot

Comparativo Fonte de variagao E. pleosticta E. fimbriata E. pleosticta  E. fimbriata

D-G Entre populactes 21,14 13,15 0,2114* 0,1315*
Dentro de populacdes 78,86 86,85
D-2C Entre populaces 19,76 19,86 0,1976* 0,1986"
Dentro de populacdes 80,24 80,14
D.p Entre populacgdes 13,03 11,53 0,1303* 0,1153"
Dentro de populacdes 86,97 88,47
DAT Entre populacdes 15,86 10,32 0,1586* 0,1032*
Dentro de populagdes 84,14 89,68
D-H Entre populagdes 16,86 - 0,1686* -
Dentro de populacdes 83,14 =
cac Entre populagdes 15,58 21,02 0,1558* 0,2102*
Dentro de populacdes 84,42 78,98
G-P Entre populacdes 14,59 16,40 0,1459* 0,1640*
Dentro de populacdes 85,41 83,60
G-AT Entre populactes 12,44 274 0,1244* 0,0274*
Dentro de populaces 87,56 97,28
G-H Entre populactes 7,95 - 0,0755* =
Dentro de populagdes 92,45 -
20.p Entre populactes 11,10 7,96 0,1110" 0,0756"
Dentro de populagdes 88,90 92,44
CAT Entre populagdes 9,36 14,88 0,0936* 0,1488*
Dentro de populacdes 90,64 85,12
el Entre populagdes 7.47 - 0,0747* -
Dentro de populagdes 92,53 -
Entre populacdes 3,98 6,01 0,0398* 0,0601*
P-AT
Dentro de populacoes 96,02 93,99
P-H Entre populactes 11,16 - 0,1116* -
Dentro de populacdes 884 4
AT-H Entre populacies 9,42 - 0,0942* =
Dentro de populacdes 90,58 -

aD = Faz. Doralice; G = Pq. Estadual Mata dos Godoy; P = Estancia Patrial; 2C = Faz. 2C; AT = Pq.
Arthur Thomas e H = Horto / UEL



51

Considerando-se que o numero de espécimes estudados em cada
fragmento foi bastante variavel (Tabela 1), com o objetivo de se detectar possiveis
desvios nas estimativas genéticas decorrentes de tais diferengas nos tamanhos das
amostras analisadas, optou-se por uma analise adicional, como segue: para
amostras com N superior a 23 individuos, foram escolhidos aleatoriamente (por
sorteio) apenas 23 machos destes fragmentos. A partir disto, para ambas as
espécies, foram realizadas novas analises de variancia molecular (AMOVA) entre os

diferentes pares de amostras de cada fragmento florestal. Os resultados obtidos

¢

revelaram que os novos valores de "st dos pares de amostras dos diferentes

fragmentos, com tamanhos amostrais variando de 18 individuos a 23 nao se
mostraram acentuadamente discrepantes dos observados com as analises incluindo

o numero total de individuos capturados em cada fragmento (Figura 4). Ou seja, os

¢

valores obtidos de “st ndo estao refletindo um possivel viés produzido por analises

envolvendo amostras de tamanhos diferentes.

E. pleosticta

D-G oD-2C D- D-aAT D-H G-2C G-P G-AT G-H FC-P 2C-AT 2C-H  P-AT P-H AT-H

N n=total En=23

0,25 E_. firmbriaota

D-G D-2C D-P D-AT S-2C =-P S-AT Z2C-PF ZC-AT P-AT

M h=total N n=23

Figura 4 — Comparagao entre os valores de ¢ST obtidos em analises com amostras de 23

individuos (verde) e as amostras de tamanho original, com o total de individuos
coletados (vermelho). Para as amostras incluindo um numero de individuos (N)
menor que 23, nas analises foram considerados todos os individuos destas
amostras.
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Para as diferentes populagcdes de ambas as espécies estudadas a
analise bayesiana de estrutura genética revelou de forma nitida a existéncia de
grupos estruturados de populagdes (ou subpopulagdes). No caso de E. pleosticta, o
programa Structure identificou trés populagdes estruturadas (K = 3), constituidas
pelos seguintes grupos de abelhas: o primeiro formado pelas abelhas dos
fragmentos G e H (que agruparam juntas); um segundo grupo, reunindo as abelhas
do fragmento D e um terceiro constituido pelos individuos das reservas P, 2C e AT
(os quais formaram uma unica populagao). Apesar da populagdo do fragmento 2C
(localizado em Sertanépolis e, portanto, mais distante destes dois ultimos
fragmentos) apresentar varios alelos semelhantes as populagdes de P e AT, nota-se
uma tendéncia da populagdo 2C apresentar certa individualidade ou distingdo das
demais. Resultados similares foram obtidos para a espécie E. fimbriata. Neste caso,
trés grupos distintos (K = 3) foram formados, um destes constituido
predominantemente por abelhas da populagao do fragmento D, outro pelas abelhas
do fragmento G e um terceiro, integrando indistintamente abelhas dos fragmentos P,
2C e AT (Figura 5).

A analise de correlagdo entre distancia geografica (km) entre os

fragmentos florestais, todos inteiramente isolados, e os valores de distancia genética
(valores de ¢ST) detectados para os diferentes pares de populagao revelou auséncia

de qualquer associacao significativa entre estes dois parametros (r = 0,17 para E.

pleosticta; 0,22 para E. fimbriata).

Agrupamento 1 Agrupamento 2 Agrupamento 1 Agrupamento 2
(Fragmento D) (Fragmento G e H) (Fragmento D) (Fragmento G)

Figura 5 — Coeficientes (Q) estimados para os diferentes individuos (membership) de E.
pleosticta (a) e E. fimbriata (b), assumindo-se K = 3. Em vermelho estdo
representados os individuos do fragmento D, em verde os individuos do
fragmento G e em azul, amarelo, rosa e ciano os individuos dos
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4 DISCUSSAO

Muitas populagbes ao redor do mundo tornaram-se fragmentadas
por atividades antrépicas. Os impactos da fragmentagdo das populagdes sobre a
diversidade genética, diferenciagcdo, endogamia e risco de extingdo dependem do
nivel de fluxo génico entre os fragmentos (Frankham et al., 2008). Ainda, segundo
estes autores, o nivel de fluxo génico depende de varios fatores, incluindo numero
de fragmentos populacionais numa regido, distribuicdo geografica das populagdes,
ambiente da matriz entre os fragmentos, impactos sobre a dispersado dos individuos,
habilidade de dispersdao das espécies, distdncia entre os fragmentos, tempo da
fragmentacao, taxas de extingado das populagdes e recolonizagao nos fragmentos.

A alta diferenciacdo genética detectada entre alguns pares de

amostras, a exemplo das amostras de E. pleosticta dos fragmentos D e G (¢ST =
0,211) e entre as amostras de E. fimbriata dos fragmentos G e 2C (¢ST =0,210)eDe

2C (¢ST = 0,198), é indicativa da existéncia de uma provavel restricdo no fluxo génico

entre tais populagdes. Ou seja, seria esperado na existéncia de fluxo génico, uma
baixa diferenciacéo entre as populagbes de uma regido, pois este tende a produzir
uma homogeneizagao no conjunto de alelos e suas frequéncias entre as populagdes
presentes em um ambiente fragmentado. Mesmo quando estas estiverem sob a
acao de efeitos de deriva genética, endogamia, gargalo de garrafa ou depresséo
endogamica resultantes do processo de fragmentagdo. Ao se considerar ainda o
histérico recente de fragmentagdo na regido norte do Parana (<100 anos), a
diferenciagdo genética alta encontrada entre algumas subpopulacbes de E.
pleosticta e E. fimbriata pode ser interpretada como indicativa de restricdo de fluxo
génico entre as subpopulagbes dos diferentes fragmentos. Isso porque, espera-se
que populagées com histéricos recentes de fragmentagdo mostrem valores baixos

de Fst (Sork et al., 1998). Além disto, pela auséncia de correlagédo entre os indices
de ¢ST e a distancia geografica pode-se supor que a distancia entre os fragmentos

nao esta sendo determinante na diferenciagdo genética encontrada. Tal suposigao

se baseia no fato de que subpopulacdes de fragmentos separados por cerca de 7

km (G-P) mostraram resultados de diferenciacdo genética (¢ST) superiores a
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subpopulagdes separadas por uma distancia maior que 40 km (ex.: P-AT) (ver
Tabela 6).

Encontra-se bem estabelecido na literatura que algumas espécies de
Euglossini, especialmente espécies de tamanho maior como abelhas dos géneros
Eufriesea e Eulaema, sdo capazes de transpor mais de uma dezena de quildmetros
em florestas continuas (Janzen, 1971; Dressler, 1982), ou mesmo que algumas
espécies de Euglossini podem deixar os fragmentos florestais para coletar na matriz
vizinha a estes (Milet-Pinheiro e Schildwein, 2005). Brosi (2009) também sugere que
abelhas Euglossini sdo capazes de se deslocar entre fragmentos florestais, fato
também observado por outros autores (Raw, 1989; Tonhasca Jr. et al., 2003). No
que se refere a E. pleosticta e E. fimbriata ainda ndo existem relatos sobre a
capacidade de dispersao destas abelhas através de matrizes desmatadas ou areas
de cultivo. Em termos de tamanho corpéreo, estas duas espécies sao similares a
Euglossa cordata, para a qual ja foi registrado o deslocamento entre fragmentos
florestais, pelo menos em distancias de 4 km (Raw, 1989), e assim seria esperado
que tanto E. pleosticta quanto E. fimbriata pudessem apresentar um desempenho
similar. Alguns estudos tém apontado declinios em populagbes de determinadas
espécies de Euglossini em fragmentos florestais (Powell e Powell, 1987; Sofia e
Suzuki, 2004; Brosi, 2009; Giangarelli et al., 2009). No presente trabalho, um esforgo
aproximado de coleta foi empregado para a captura de abelhas nos diferentes
fragmentos estudados. Apesar disto, na reserva Patrial (P), um menor numero de
machos de ambas as espécies estudadas foi atraido as iscas-odores (Tabela 1),
sugerindo que o grupo de individuos (ou subpopulagéo) destas duas espécies neste
fragmento florestal € menor. Sabe-se que populagdes pequenas ou em declinio sdo
mais propensas a extingdo do que populagdes grandes e estaveis. Isto porque, em
populagdes pequenas, os efeitos da deriva genética sao maiores (Frankham et al.,
2008). Assim, os resultados sugerem que mesmo que individuos das subpopulag¢des
de E. pleosticta e E. fimbriata estejam se deslocando entre fragmentos florestais, tal
deslocamento n&o estaria sendo suficiente para minimizar o processo de
diferenciagdo genética, que estaria ocorrendo entre as populagdes estudadas de
ambas as espécies. De acordo com Fergunson et al. (1995), os modelos de genética
de populagdo mostram que diferengas substanciais nas frequéncias de alelos nao
ocorrem em um curto periodo de tempo, exceto por meio de selecdo ou do tamanho

efetivo (Ne) reduzido da populacao, ou ainda como resultado do efeito de gargalo de
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garrafa que pode conduzir a deriva genética. Considerando-se que os machos de
abelhas que visitam as iscas-odores em busca de fragrancias quimicas sé&o
individuos adultos em idade reprodutiva (Zimmerman e Madrinan, 1988), se de fato,
tais fragmentos menores tiverem sofrendo declinio no numero de machos, isto seria
também indicativo de uma redug¢ao no tamanho efetivo das populagdes estudadas.

Segundo Primack e Rodrigues (2001) espécies podem se tornar
extintas nos fragmentos por flutuagdo populacional e sucessao e novas espécies
poderdo deixar de chegar a estes habitats por problemas de dispersdo. Como
consequéncia, o numero de espécies no habitat diminuira com o passar do tempo,
pois €& possivel que fragmentos pequenos nao possam sustentar populacdes
grandes o suficiente para que esta sobreviva por um longo periodo. A redugao no
tamanho efetivo das populacdes, com consequente perda de diversidade alélica
(especialmente os alelos do loco CSD), tem sido atribuida como uma das causas
determinantes no aumento de machos dipléides de algumas espécies de Euglossini
(Roubik et al., 1996; Zayed et al., 2004). Os estudos destes autores mostraram uma
grande abundéancia de machos dipldides de Euglossini no Panama, com numeros
chegando, em alguns casos a 100% dos machos coletados. Resultados divergentes
foram obtidos por Takahashi et al. (2001) e Lépez-Uribe et al. (2007), os quais
encontram frequéncias de machos dipldides variando de zero a 32%. Algumas
estimativas indicam que os machos dipldides podem representar cerca de 10% dos
machos nas populagdes naturais panmiticas de himendpteros (Owen e Packer,
1994). Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com tal
estimativa, uma vez que a frequéncia de machos dipldides encontrada para a
amostra total de E. pleosticta foi de 3,8% e para E. fimbriata de apenas 1,2%.
Particularmente, para E. pleosticta, quando se analisou a frequéncias de machos por
fragmento, esses valores foram divergentes, variando de 4,8 a 16,4%, sendo esta
ultima frequéncia detectada para a populagao da reserva Patrial (P).

Em insetos haplodipléides, com sistema complementar de
determinagao sexual de loco unico (multialélico) € esperado que o endocruzamento
produza maiores quantidades de machos dipldides, uma vez que as chances deste
loco se encontrar em homozigose sdo maiores (Unruh e Messing, 1993). Além disto,
€ também esperado que em populacdes de tamanhos reduzidos, as chances de
endocruzamento sejam potencialmente maiores. Assim, os resultados obtidos com

as analises de machos dipldides ndo sugerem efeitos de endocruzamento, nem
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declinios acentuados nos tamanhos das populacdes analisadas. Nem tampouco na
diversidade alélica para o loco de determinagcdo sexual das populagdes analisadas
para as duas espécies (E. pleosticta e E. fimbriata). Isso porque, seria esperado um
maior numero destes machos em tais condi¢des. A distingdo encontrada na estrutura
das ,populagdes', de ambas as espécies, dos dois fragmentos maiores e mais
conservados (D e G), revelada pela analise bayesiana, bem como os dados de
diversidade genética nestes dois locais sugere que as subpopulagdes de cada um
destes dois fragmentos estdo individualmente mais estruturadas em suas
frequéncias alélicas e estdo sendo, provavelmente, capazes de se auto-sustentar.
Para ambas as espécies estudadas, tal fato parece estar relacionado ao tamanho
‘populacional’ aparentemente maior destas espécies nestes dois fragmentos. No
caso de E. pleosticta, o fato da amostra do fragmento H ter se agrupado com os
individuos do fragmento G, formando um unico cluster ou agrupamento, poderia ser
atribuido a distancia reduzida (cerca de 13 km) entre os fragmentos estes dois
fragmentos. Por outro lado, apesar da proximidade geografica (7 km) entre a reserva
P e o fragmento G, as amostras destes locais formaram agrupamentos distintos.
Neste caso, uma vez mais, os resultados sugerem que a subpopulagédo do
fragmento P, pode estar sofrendo os efeitos de seu tamanho reduzido. Como
destacado anteriormente, em populagdes pequenas, os efeitos da deriva genética
sdo maiores (Frankham et al., 2008). Tais resultados corroboram aqueles obtidos
pela AMOVA e ambos indicam uma particdo importante na diversidade genética
destas subpopulagbes. Assim, diante da ameacga na reducdo de polinizadores,
incluindo populagdes de espécies de abelhas (Kevan e Phillips, 2001) os resultados
obtidos neste trabalho sugerem que maiores esforgos devem ser direcionados na
tentativa de viabilizar um maior fluxo génico entre as subpopulagdes de E. pleosticta

e E. fimbriata presentes nos fragmentos de Mata Atlantica na regido estudada.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem as seguintes conclusoes:

e Os marcadores microssatélites mostraram-se eficientes para o
estudo de estrutura genética das duas espécies de Euglossini analisadas, indicando
a ocorréncia de variagao genética nas regides microssatélite do genoma;

e Os seis locos de microssatélite analisados mostraram-se
polimorficos para ambas as espécies estudadas;

e Os marcadores moleculares utilizados revelaram machos
diploides de E. pleosticta e E. fimbriata, bem como a ocorréncia destes em baixas
frequéncias nas populagdes estudadas;

e O efeito da fragmentagdo da Mata Atlantica no norte do Parana,
por meio dos marcadores microssatélites, indica restricdo de fluxo génico entre as
amostras estudadas de cada espécie, com a formacao de trés populacdes distintas,

resultantes de possiveis efeitos de deriva genética e/ou endogamia;
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ANEXO A — Tabela com frequéncias dos alelos de microssatélites encontrados nas

amostras de machos de Euglossa pleosticta dos cinco fragmentos
florestais estudados (D, G, P, 2C e AT) e seus respectivos. Tamanhos
das amostras (N) sdo apresentados entre parénteses. pb = tamanho
estimado em pares de bases do alelo observado.

FRAGMENTOS FLORESTAIS (E. pfeosrticia)

Loco ph D G P 2C AT H
Alelo [170 ha] [580 ha] [14, 6 ha] [180 ha] [66 ha] [13.4 ha]
Egc 17 (T4) (458) (20) (55) (24) (51)
1 212 0,0270 - - - - -

i 213 0,0270 - - - - -

3 214 0,0541 - - - - -

4 215 0,0270 - - - 0,017 -

5 216 0,0270 - - - - -

5] 217 0,0676 - - - - -

7 218 0,0405 - - 00182 - -

8 219 0,0676 - - - - -

] 220 0,0405 - - 0,0182 - -
10 21 0,0405 - - - - -
11 222 0,0676 - - - - -
12 223 0,0135 - - - - 0,0392
13 224 0,0541 — — - - -
14 225 0,0135 - - 0,0364 0,017 0,0392
15 226 00541 00222 - 01455 0,1667 0,0588
16 227 0,0135 0,1111 0,1000 0,0182 0,0417 -
17 228 0,0811 - - 0,0364 - -
18 224 0,0405 - - 0,0182 - -
19 230 - 0,0222 0,2000 0,1455 0,1667 -
20 2 0,0135 0,0222 - - - -
21 232 0,0676 0,0444 - - 0,0417 0,0196
22 233 0,0270 0,0667 0,2000 0,1636 0,0833 -
23 234 0,0541 0,0444 - 0,0182 0,1250 -
24 235 - 0,0889 0,1000 - 0,0417 0,0980
25 236 0,0270 0,0889 - 0,0364 - 0,1176
26 237 0,0135 0,0889 - - 0,0417 0,0784
27 234 0,0135 0,0667 - - - -
28 240 - 0,0444 0.1000 0,1636 0,017 0,0588
29 242 0,0135 0,0222 - — - 0,0588
30 243 - 0,0222 0,1500 0,109 0,0833 0,0588
3 244 - 00222 - 0,0182 - 0,0196
32 245 0,0135 - 0,1000 - 0,0417 0,0392
33 246 - 0,0444 - 0,0182 - 0,0784
34 247 - 0,0222 0,05 - = 0,0392
35 2449 - 0,0444 - - - -
36 250 - 0,0222 - 0,0182 - 0,0196
37 252 - 0,0222 - - - 0,0292
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FRAGMENTOS FLORESTAIS (E. pleosticia)

Loco pb D G p 2C AT H
Alelo [170 ha] [580 ha] [14, 6 ha] [180 ha] [66 ha] [13,4 ha]
38 253 - 0,0444 - - - 0,0392
39 256 - 0,0222 - - 0,0417 0,0784
Egcis (74) (45) (20) (55) (24) {51)
1 164 0,0270 - - - - -

2 165 - - 0,0500 - - -

3 166 0,0405 - - - - 0,0196
4 167 0.0135 0,0222 - 0,0909 - 0,0392
5 168 - 0,1556 - - - -

6 169 0,0135 - - - 0,0833 -

7 170 - - - 0,0545 0,1250 0,0588
8 172 0,0405 - - - - -

9 173 0,0135 0,0444 - - - 0,0392
10 175 - 0,0222 - - - -
11 185 - 0,0222 - - - 0,0392
12 187 0,0541 - - - - -
13 139 0,1622 - - - - -
14 190 0,0946 - - 0,0182 - -
15 191 0,0270 - - - - -
16 192 0,0946 - 0,0500 0,0727 - -
17 193 0,0676 0,0889 0,2000 0,1273 0,1250 -
18 194 0,0405 - 0,1500 0,2909 0,3333 0,1373
19 195 - 0,1111 0,1000 0,0182 0,0833 -
20 196 0,0135 0,1556 0,0500 0,1636 - 0,0196
21 197 0,0676 0,0667 - 0,0364 - 0,0980
22 198 0,0676 0,0444 - - 0,0417 0,1176
23 199 0,0270 - - - - -
24 200 - 0,1556 0,0500 0,0182 0,0417 0,0392
25 202 0.0541 0,0222 - - - 0,0784
26 203 0,0135 - 0,0500 0,0182 - -
27 204 0,0135 0,0222 - - - 0,0588
28 205 0,0270 0,0222 - - 0,1250 -
29 206 - 0,0222 - 0,0182 - 0,0588
30 208 - - 0,2500 0,0364 0,0417 0,0196
31 211 - - - 0,0182 - 0,0588
32 212 - - 0,0500 - - 0,0196
33 213 - - - 0,0182 - -
34 214 - 0,0222 - - - 0,0392
35 215 0,0270 - - - - 0,0392
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FRAGMENTOS FLORESTAIS (E. pleosticta)

Loco pb D G P 2C AT H
Alelo [170 ha] [580 ha] [14, 6 ha] [180 ha] [66 ha] [13,4 ha]
Egc24 (74) (45) (20) (55) (24) (51)
1 188 0,0135 - - - - -

2 195 0.0405 - 0,1000 - - -

3 196 0,0946 - - - - -

4 197 0,1486 - - - - -

5 198 0,1757 - - - - -

6 199 0,0135 - - - - -

7 200 0,1622 - - - - -

8 201 0,0270 - - - - -

g 202 0,0811 - - - - -
10 203 0,0676 - - 0,018182 - -
11 204 0,0541 1 0,9 0,381818 1 1
12 205 0,0270 - - - - -
13 206 0,0676 - - - - -
14 207 0,0135 - - - - -
Egc 26 (74) (45) (20) (55) (24) (51)
1 168 0,0676 - - - - 0.0784
2 170 0,2297 - 0,0500 0,0500 - -

3 172 0,0676 0,0222 0,0500 0,0500 - 0,0196
4 173 0,1622 - - - - 0,0196
5 174 0,2838 0,8222 0,6500 0,6500 0,9167 0,7451
6 175 0,0541 0,0889 - - 0,0417 0,0196
7 176 0,0811 - 0,3500 0,1000 0,0417 0,0784
8 177 0,0135 0,0222 - - - 0,0196
g 178 0,0405 0,0222 - - - -
10 179 - - 0,0500 0,0500 - -
11 180 0,0135 0,0222 0,1000 0,1000 - 0,0196
Egc3s (74) (45) (20) (55) (24) (51)
1 160 00135 - - - - -

2 165 0,0135 - - 0,0182 - -

3 168 0,0135 - - - - -

4 169 - - - 0,0182 - -

5 170 - - 0,0500 0,0727 - -

6 172 0,0270 - - - - -

7 173 0,0676 0,0444 - 0,0182 - 0,1765
8 174 0,5811 0,8444 0,7500 0,6900 0,8750 0,3922
g 175 - - - 0,0727 0,0417 0,0784
10 176 0,2297 0,1111 0,1500 - 0,0833 0,0588
11 177 0.0135 - - 0.1091 - 0.2353
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FRAGMENTOS FLORESTAIS (E. pleosticia)

Loco pb D G P 2C AT H
Alelo [170 ha] [580 ha] [14, 6 ha] [180 ha] [66 ha] [13.4 ha]
Eqgc35 (cont.) (74) (45) (20) (55) (24) (51)
12 178 0,0541 - - - - 0,0196
13 175 0,0135 - - - - 0,0392
14 180 - - 0,0500 0,0182 - -
Eqgc 51 (74) (45) (20) (55) (24) (51)
1 158 - 0ATVT78 - - - -

2 203 - - - - 0,041667 -

3 205 - - - - 0,083333 -

4 209 0,040541 - - - 0, 166667 -

5 210 0,094595 - - - 0166667 -

6 212 0,094595 - 0,1 - - -

T 213 0,081081 - - - 0,041667 -

8 214 0,121622 - 0,6 - 0,25 0.0156
g 215 0,391862 - 0,1 0,036364 0,25 0,0156
10 216 0,081081 - 0,2 0,2 -

11 2117 0,081081 - - 0,018182 - 0,1176
12 218 - - - 0672727 0,041667 0,2549
13 220 - 0,688889 - 0,072727 - 0,3333
14 222 - 0111111 - - - 0,0880
15 223 0,013514 0,022222 - - - 01176
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ANEXO B — Tabela com as frequéncias dos alelos de microssatélites encontrados

nas amostras de machos de Euglossa fimbriata dos cinco fragmentos
florestais estudados (D, G, P, 2C e AT) e seus respectivos. Tamanhos
das amostras (N) sdo apresentados entre parénteses. pb = tamanho
estimado em pares de bases do alelo observado

FRAGMENTOS FLORESTAIS (E. fimbriata)

Loco pb D G P 2C AT
Alelo [170 ha] [580 ha] [14, 6 ha] [180 ha] [66 ha]
Egc 17 (7T) (70) (23) (24) (18)
1 182 0,0130 - - - -

2 202 0,0130 - - - -

3 204 0,0130 - - - -

4 205 0,0130 - - - -

i} 206 0,0130 - - - -

6 207 0,0260 - - - -

7 208 0,0260 - - - -

a 209 0,0260 - - 0,0417 -

9 210 0,0130 0,0143 - - -
10 212 0,0130 - - - -
11 213 0,0779 - - - -
12 214 0,0649 - - - -
13 215 0,0260 0,0429 - - -
14 216 0,0260 0,0286 - - 0,0556
15 217 0,0130 - 0,0435 - -
16 218 0,0390 - 0,0435 - -
17 219 0,0130 0,0429 - - -
18 220 0,0130 0,0571 0,0435 0,0417 01111
19 222 0,0260 0,1000 0,1304 0,0417 0,0556
20 223 01169 0,0714 01738 0,0833 01111
21 224 - 0,0857 0,2174 04167 01111
22 225 0,0519 0,1000 0,1304 0,0833 0,0556
23 226 0,0350 0,1143 - 0,1667 0,0556
24 227 0,1688 0,0571 0,0435 0,0417 -
25 228 0,0519 0,0429 - 0,0417 -
26 229 - 0,0143 - - -
27 230 0,0649 0,0429 0,0870 - 01111
28 232 - - 0,0435 - 0,0556
29 233 - 0,0286 - 0,0417 0,0556
30 234 - 0,0714 - - 01111
H 235 0,0130 0,0143 - - -
32 236 - 0,0143 0,0435 - 01111
33 237 0,0130 0,0286 - - -
M Co240 - 0,0143 - - -
35 245 0,0130 - - - -
36 247 0,0130 — — — —
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FRAGMENTOS FLORESTAIS (E. fimbriaia)

Loco Pb D G P c AT
Alelo [170 ha] [580 hal [14, 6 ha] [180 ha] [66 ha]
Egc 18 T 70 (23) 24) 18
1 175 — — 0,0435 — —

2 178 — 0,0143 — — —

3 180 — — 0,0435 — —

4 182 0,0130 0,0286 0,0435 0,0417 —

5 184 — 0,0143 0,0435 0,0417 0,0556
6 185  0,0260 0,0429 — 0,0833 0,0556
7 186 — — 0,0435 0,0833 —

8 187 — 0,0429 0,0435 0,1667 —

9 188 — 0,0286 — — —
10 189 — 0,0286 0,0870 0,0833 0,111
11 190 00779 — 0,0870 — 0,1667
12 191 — 0,0143 — — —
13 192 0,0390 0,2143 0,0435 0,0417 01111
14 193 0,039 0,1429 0,0870 0,1667 0,0556
15 194 00779 0,1143 — — 02222
16 195 02857 0,0429 0,0870 0,0417 0,111
17 196  0,0260 0,1714 — 0,0833 01111
18 197  0,0649 — 0,0870 0,0833 —
19 198  0,0260 0,0429 0,0435 — —
20 199 00130 — — — —
21 200  0,0260 0,0286 0,0435 — —
2 202 0,1429 — — 0,0417 —
23 203 0,039 — — — —
24 204  0,0130 — 0,0435 — —
25 205  0,0130 — — — —
26 206  0,0130 — — 0,0417 —
27 207 0,0260 — — — —
28 210 0,039 — — — —
Egc 24

1 196 0,0130 - - - -

2 197 - 0,0143 - - -

3 200 0,0130 — - - -

4 203 0,0649 0,0857 - - 0,0556
5 204 0,0390 0,0429 0,2174 0,0833 -

6 205 0,0779 0,5571 - - 0,3889
7 206 0,4545 0,0714 0,7826 0,8333 0,3389
8 207 0,1169 0,1286 - - -

9 208 - - - 0,0417 0,0556
10 209 0,0130 0,0714 — - 01111
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FRAGHMENTOS FLORES | AlS (E. imbriata)

Loco PB D G P 2C AT
Alelo [170 ha] [580 ha] [14, & ha] [180 ha] [66 ha]
11 210 — - - 00417 -
12 211 0,077 00143 - - -
13 212 0, 1299 0,0143 - - -
Egc 26

1 160 0,0130 - - - -

2 162 - 0,0143 - - -

3 163 0,0130 - - - -

4 164 01299 0,1000 — - -

5 165 0,0519 0,0286 - - 01111
] 167 0,4935 0,2286 - 0,1250 00,1667
T 168 00779 0,0857 01734 0,0833 0,0556
a 165 — 0,0671 0,0435 0,0833 -

9 170 0,1558 0, 1286 - 0,1250 01667
10 172 0,060 01429 03043 0,2500 01667
11 173 0,0260 0,0143 02174 0,1250 0,2778
12 174 — 0,0671 01738 0,0833 -
13 175 0,0130 0,0429 0,0870 - -
14 176 — 0,0286 - - -
15 177 — 0,0286 - 00417 -
16 178 — 0,0429 - - -
17 179 - - - 0,017 -
18 180 — - - 00417 0, 0556
Eqc 35

1 170 0,060 — — - -

2 172 0,0779 0,0714 - 0,0833 0,0556
3 173 0,0649 0,1000 0,2174 - 00,1667
4 174 0 5844 06429 0,1304 - 03333
5 175 0,1429 0,0714 0,3513 0,0417 02778
6 176 0,0779 0,1143 0,2609 00,8750 0,0556
7 177 0,060 — — — 0, 0556
Eqgc 51

1 215 0,1169 - - - -

2 216 0,0909 — — - -

3 27 0,1948 - - - -

4 218 01429 — — - -

5 219 - - 0,0435 - -

6 220 0,0909 - - - -

T Z21 0,060 - - - -

a 222 — - 0,0435 - -

9 223 0,0519 - 0,1304 - -
10 224 0, 2078 1,0000 06522 09167 1,0000
11 225 0,077 - 0,0435 0,047 -
12 226 - - 0,0870 0,0417 -




