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RESUMO

Diversos estudos conservacionistas tém utilizado marcadores moleculares na
avaliacdo da diversidade e estrutura genética de populagdes de varios organismos.
Entretanto, em relagcéo as abelhas da subtribo Euglossina, importantes polinizadores
neotropicais, ainda s&o poucos os estudos empregando tais marcadores para um
maior conhecimento da diversidade genética de populagbes destas abelhas. O
presente trabalho investigou a diversidade genética de Euglossa fimbriata de seis
fragmentos florestais do norte do estado do Parana, por meio de marcadores
moleculares RAPD e marcadores PCR-RFLP, estes para a analise da regido 16S do
MtDNA, desta espécie euglossina. Foram utilizados 123 machos de E. fimbriata
pertencentes a seis fragmentos florestais constituindo remanescentes de Mata
Atlantica, no norte do Parana, sul do Brasil. As estimativas de proporcdo de locos
polimoérficos das seis amostras de E. fimbriata estudadas variaram de 34,44% a
47,78%, enquanto que os valores de heterozigosidade média encontrados variaram
de 0,0936 a 0,1527. Com base na analise da AMOVA envolvendo o conjunto de
abelhas dos seis fragmentos florestais, detectou-se que a quantidade de variagéo
genética foi maior dentro dos grupos (95,41%) do que entre os grupos de abelhas
amostrados (4,59%) Foram utilizadas duas enzimas de restricdo (Asel e Dral) para o
corte da regido 16S do mtDNA. Foram encontrados 4 haplotipos gerados pela
enzima Asel e 2 hapldtipos pela enzima Dral. Combinados estes haplétipos
constituiram 5 haplétipos-compostos presentes de forma variada entre os grupos de
abelhas dos diferentes fragmentos de mata estudados. Um dos haplétipos-
compostos encontrados mostrou-se presente entre as amostras de abelhas de todos
os fragmentos florestais estudados, ocorrendo em frequéncias entre 63,64 a
95,65%. A ampla distribuicdo e elevada frequéncia de tal haplétipo sugere sua
origem ancestral em comparagao aos demais haplétipos-compostos encontrados.
Os resultados obtidos com ambos os tipos de marcadores moleculares (RAPD e
PCR-RFLP) indicam a existéncia de subpopulagbes constituindo uma
metapopulacdo de E. fimbriata na regido estudada, bem como a importancia de se
preservar o conjunto de fragmentos florestais (independente do tamanho e grau de
interferéncia antropica destes) para a manutengdo da diversidade genética desta
espécie de Euglossina no norte do Parana.

Palavras-chave: Euglossini, abelhas das orquideas, RAPD, 16S mtDNA, PCR-
RFLP.



SUZUKI, K.M. Genetic analysis of Euglossa fimbriata bees (Hymenoptera:
Apidae) from forest remnants in Northern Parana. Dissertacdo de Mestrado. 69 p.
Curso de Mestrado em Genética e Biologia Molecular. Universidade Estadual de
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ABSTRACT

Molecular markers are widely used in conservation studies to assess the genetic
diversity and population structure of different organisms. However, studies using
these markers to assess the genetic diversity of euglossine bees, which are
important neotropical pollinators, are still scarce. Thus, the aim of the current study
was to evaluate the genetic variation and genetic structure of Euglossa fimbriata, an
euglossine bee species which shows a wide distribution throughout Brazilian forest
remnants, by mean of RAPD and PCR-RFLP markers. A total of 123 males of E.
fimbriata from six fragments of Atlantic Forest, located at Northern Parana State,
Southern Brazil, were used in the analysis. The proportion of polymorphic loci in each
sample, assayed by RAPD markers, varied from 34.44% to 47.78%, while the
estimates of average heterozygosity ranged from 0.0936 to 0.1527. AMOVA analysis
revealed that genetic variation was higher within samples (95.41%) than among
samples (4.59%). Two restriction enzymes (Asel e Dral) were used for the digestion
of 16S mtDNA region. Respectively, 4 and 2 haplotypes were detected by
endonucleases Asel and Dral. The association of both restriction enzymes resulted
in 5 composite-haplotypes distributed irregularly among the groups of bees from
different fragments. One composite-haplotype was found among bees from all forest
remnants, occurring in frequencies that varied from 63.64 to 95.65%. These patherns
of variation suggest an older origin of this haplotype when compared to others
composite-haplotypes found. The results obtained with RAPD and PCR-RFLP
markers suggest the occurrence of subpopulations of E. fimbriata, constituting a
metapopulation structure of this euglossine species throughout the region studied
and reinforce the need of better protecting these forest remnants (regardless of their
reduced size and degree of anthropogenic interference) to maintain the genetic
diversity of this euglossine species in Northern Parana State.

Key-words: Euglossini, orchid bees, RAPD, 16S mtDNA, PCR-RFLP
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Floresta Atlantica

A importancia da Floresta Atlantica reside no fato desta possuir um
elevado numero de espécies endémicas (DI BITTETI; PLACCI; DIETZ, 2003).
Considerada um dos ecossistemas com maior biodiversidade do planeta, encontra-
se atualmente ameacada diante da constante interferéncia antropica que ocorre
desde o século XVI devido ao processo de colonizagdo (DI BITTETI; PLACCI;
DIETZ, 2003). Entre as ameacgas frequentes as florestas tropicais pode-se citar
invasao de espécies exoticas, fogo e outras formas de atividade antrépica (VINSON;

FRANKIE; BARTHELL, 1993).

No estado do Parana, sul do Brasil, a ocupacdo das areas de
florestas na formagao de cidades e o desenvolvimento da agricultura constituem as
causas da devastagao na Floresta Atlantica nesta regido do pais. Apos o século XIX,
o processo de fragmentagdo se intensificou (TOREZAN, 2002) de modo que,
atualmente, este ecossistema se caracteriza como uma paisagem altamente
fragmentada, onde pequenas manchas de floresta sobrevivem em uma matriz de
monoculturas, pastos, estradas e cidades (DI BITTETI; PLACCI; DIETZ, 2003). A
regido norte do estado, por exemplo, possui apenas entre 2 e 4% de sua cobertura

vegetal original (SOARES; MEDRI, 2002; TOREZAN, 2002).

Os fragmentos florestais hoje existentes sdo compostos tanto por
florestas primarias quanto secundarias, em diferentes estadios de sucessao (DI

BITTETI; PLACCI; DIETZ, 2003).
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A fragmentacdo de ecossistemas florestais pode causar diversos
maleficios para as comunidades pertencentes a estes ecossistemas, afetando
numerosos processos ecoldgicos, o que pode desencadear um efeito em cascata,
comprometendo diversas outras espécies do ecossistema afetado (AIZEN;
FEISINGER, 1994). Além disto, ocorre uma maior exposicdo das comunidades
existentes nos fragmentos a efeitos de borda, efeitos de tamanho e isolamento (DI

BITTETI; PLACCI; DIETZ, 2003).

No caso de bidtopos que passam pelo efeito de isolamento, uma das
maiores preocupacodes existentes é a de que uma vez perdidas suas espécies, areas
isoladas sao dificeis de serem recolonizadas (DI BITTETI; PLACCI; DIETZ, 2003)

além de impedir o fluxo génico entre as populagdes existentes.

A Biologia da Conservagao foi desenvolvida em resposta a crise que
a biodiversidade passa atualmente, e inclui-se dentro desta, uma nova area de
investigacao cientifica aplicada, conhecida como Genética da Conservagdo que
envolve a sistematica baseada em dados moleculares e a genética de populagdes

(PEREZ-SWEENEY; RODRIGUES; MELNICK, 2004).

Em relacdo ao estudo de populagbes, uma das metas de
conservagao a longo prazo das espécies pertencentes aos diversos biotopos, é
evitar a endogamia em espécies que nao sao naturalmente endogamicas e permitir
a estas manter o maior potencial evolutivo possivel (manter sua alta variabilidade
genética), independente de sua fragmentagdo atual (PEREZ-SWEENEY;

RODRIGUES; MELNICK, 2004).

Segundo Perez-Sweeney; Rodrigues; Melnick (2004), outra meta
importante para a conservagao de populagdes a longo prazo consiste da analise

genética das populagdes e da identificagcado de sua estrutura genética com os fatores
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que a afetam, como tamanho efetivo da populacdo, fluxo génico e sistemas de
acasalamento. Tais autores argumentam que o conhecimento dos niveis atuais de
fluxo génico da populagdo é importante, pois auxilia na estimativa da intensidade
com que a fragmentagcédo impede a troca génica entre as populagdes, se € que esta

ainda ocorre.

1.2 Abelhas Euglossina

As abelhas, himendpteros pertencentes a superfamilia Apoidea, sao
um dos grupos de insetos mais importantes do ponto de vista ecolégico, por serem
os principais polinizadores de diversas espécies vegetais, apresentando inumeras
relagcbes especializadas com as plantas de um determinado habitat (SCHLINDWEIN,
2000; REBELO, 2001). Pode-se destacar ainda, dentro deste grupo, a subtribo
Euglossina (tribo Apini, subfamilia Apinae, familia Apidae), amplamente distribuida
na regido neotropical (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002), a qual cumpre um papel
chave na manutencédo de muitas espécies vegetais em florestas tropicais (FRANKIE

et al., 1983; TONHASCA; BLACKMER; ALBUQUERQUE, 2003).

Esta subtribo possui cerca de 200 espécies, pertencentes a cinco
géneros: Aglae, Exaerete, Eulaema, Eufriesea e Euglossa (DRESSLER, 1982;
MORATO, 1994). As euglossinas sao abelhas de porte médio a robusto, tegumento
freqientemente metalico brilhante e que possuem normalmente glossa longa
(MICHENER, 1974; KIMSEY, 1987). Muitas espécies euglossinas sao solitarias, mas
algumas apresentam o habito de viver juntas em associagdes pequenas ou
moderadas, exibindo comportamentos do tipo comunal, quase social e

primitivamente eussocial (DRESSLER, 1982; REBELO, 2001; CAMERON, 2004).
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Sao conhecidas como “abelhas das orquideas”, devido a intima
associacdo dos machos destas abelhas como polinizadores de diversas espécies da
familia Orchidaceae (DODSON et al., 1969; ZUCCHI; CAMARGO; SAKAGAMI,
1969; DRESSLER, 1982; ACKERMAN, 1983a, 1983b; WILLIAMS; WHITTEN, 1983;

CAMERON, 2004).

Em alguns casos, os machos euglossineos sao polinizadores
exclusivos de algumas espécies de orquideas (ACKERMAN, 1983b; WILLIAMS;
WHITTEN, 1983), podendo coletar fragrancias florais em outras espécies de outras
familias e em algumas fontes extra-florais (GAROFALO et al., 1998; REBELO;

GAROFALO, 1991; TONHASCA; BLACKMER; ALBUQUERQUE, 2003).

A finalidade das coletas das fragrancias nao foi ainda
completamente elucidada, existindo, porém trés hipoteses: (1) os compostos nelas
presentes seriam usados como precursores de feroménios sexuais (DRESSLER,
1982); (2) os machos poderiam metabolizar essas fragrancias, de modo a utilizar o
produto metabolizado para marcagéo de territério; (3) ou ainda como uma atragao
para as fémeas com a formacao dos chamados leks, associacdes de varios machos

da mesma espécie (CAMERON, 2004).

Este grupo de abelhas era relativamente desconhecido até o final da
década de 1960, quando algumas pesquisas empregando cromatografia a gas
conduziram a identificacdo de diversos compostos quimicos presentes nas
fragrancias de orquideas visitadas pelos machos (DODSON; HILLS, 1966; DODSON
et al.,, 1969; WILLIAMS; WHITTEN, 1983). O conhecimento destes compostos
(obtidos sinteticamente) permitiu o desenvolvimento de técnicas para a atracéo de

machos euglossineos, empregando-se iscas-odores.
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Diversos trabalhos tém utilizado iscas-odores para a coleta de
machos de Euglossina, sendo uma grande parte destes trabalhos desenvolvida na
Amazobnia para o conhecimento da fauna e ecologia das espécies euglossinas
encontradas naquela regidao (BRAGA, 1976; POWELL; POWELL, 1987; BECKER,;
MOURE; PERALTA, 1991; MORATO; CAMPOS; MOURE, 1992; OLIVEIRA;
CAMPOS, 1995, 1997). Diversos estudos tém sido também desenvolvidos em
diferentes regides do Brasil, incluindo estudos especialmente nas regides sudeste e
nordeste (REBELO; GAROFALO, 1991; GAROFALO et al., 1998; PERUQUETTI et
al., 1999; TONHASCA; BLACKMER; ALBUQUERQUE, 2003; MARTINS; SOUZA,
2005). Na regiao sul ainda sao bastante escassas as pesquisas sobre tais abelhas,
merecendo destaque o trabalho de Wittmann et al. (1989), que investigou a
distribuicdo destes insetos em fragmentos de florestas no Rio Grande do Sul.
Adicionalmente, trés outros estudos sobre as comunidades de machos euglossineos
foram realizados, nos ultimos anos, na regiao norte do estado do Parana (SANTOS;

SOFIA, 2002; SOFIA; SANTOS; SILVA, 2004; SOFIA; SUZUKI, 2004).

Embora, alguns trabalhos demonstrem que abelhas Euglossina
conseguem transpor areas desmatadas (RAW, 1989; MURREN, 2002; TONHASCA,;
ALBUQUERQUE; BLACKMER, 2003), ndo se sabe ao certo qual é a distancia limite
para esta transposi¢cao. Assim, a presenga e o tamanho dos fragmentos de Floresta
Atlantica existentes sao de extrema importancia para a conservacao das populacoes
presentes nestes locais, visto que os fragmentos poderiam funcionar como ilhas ou
trampolins ecolégicos (DI BITTETI; PLACCI; DIETZ, 2003) que manteriam o fluxo
génico das espécies. Trampolins ecoldgicos, pontos de ligagao ou “stepping-stones”
sdo pequenas areas de habitat dispersas pela matriz, que podem, para algumas

espécies, facilitar o fluxo génico entre manchas (ilhas) (METZGER, 2004).
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1.3 RAPD

O advento dos métodos de analise molecular permitiu o estudo das
relacdes filogenéticas de mutagcdes que diferem por pequenas variantes genéticas,
de modo que atualmente é possivel tragar relacbes evolutivas entre espécies bem
como para o estudo de populagdes (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Dentre os
diversos métodos moleculares deve-se destacar o papel da técnica de PCR (reagéo
de polimerase em cadeia) concebida por Kary Mullis. Essa técnica envolve a sintese
enzimatica “in vitro” de milhdes de cépias de um segmento especifico de DNA

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Um dos marcadores utilizados em estudos populacionais € o RAPD
(Polimorfismo de DNA amplificado ao acaso), cuja técnica foi desenvolvida
paralelamente por Welsh e McClelland (1990) e Williams et al. (1990). A técnica de
RAPD se baseia na Reagao de Polimerase em Cadeia (PCR) com a utilizagao de
primers de sequéncia arbitraria para identificar polimorfismos genéticos (FERREIRA,;
GRATTAPAGLIA, 1998; MATIOLI; PASSOS-BUENO, 2001; PEREZ-SWEENEY;
RODRIGUES; MELNICK, 2004) importantes na determinacdo da estrutura e
diversidade genética de uma populagdo. De acordo com estes autores, a vantagem
deste marcador é nédo necessitar de nenhum conhecimento prévio do genoma do
organismo estudado. Além disto, a técnica necessita uma quantidade pequena de
DNA para esta andlise e permite gerar uma quantidade grande de polimorfismo de

DNA através da amplificagdo de segmentos distribuidos por todo o genoma.

Em relacdo as areas de Mata Atlantica, nos ultimos anos, tém sido
realizados estudos sobre a fauna destas abelhas (WITTMANN et al., 1989; NEVES;

VIANA, 1999; PERUQUETTI et al., 1999, BEZERRA; MARTINS, 2001). Porém,
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ainda sao escassas as informagdes sobre o efeito da fragmentacdo de florestas
sobre as populagbes de Euglossina (PERUQUETTI et al., 1999; TONHASCA,;
ALBUQUERQUE; BLACKMER, 2003; SOFIA; SUZUKI, 2004). Nos ultimos anos,
alguns estudos tém buscado informagdes sobre a variagao e a estrutura genética de
diferentes espécies euglossinas com base em marcadores RAPD (polimorfismos de
DNA amplificados ao acaso). Paula (2003) realizou um estudo investigando a
variabilidade e estrutura genética de populagdes de trés espécies de Euglossina em
fragmentos florestais mantidos como Reservas Governamentais no norte do Parana.
Sofia et al. (2005) analisaram a estrutura genética de populagbes de Eufriesea
violacea (Blanchard) também em fragmentos de mata mantidos como reservas
governamentais. Em 2004, Suzuki analisou a estrutura genética de populagbes de
Euglossa cordata Linnaeus e Euglossa truncata Rebélo & Moure em fragmentos
mantidos em areas urbanas. Todos estes estudos empregaram marcadores RAPD
nas analises genéticas e obtiveram resultados muito similares para as varias
espécies estudadas, indicando a auséncia de estruturacdo genética entre
populagdes de diferentes fragmentos e niveis de variabilidade genética, com base
na estimativa de locos polimérficos, entre 40 e 50%. Os resultados obtidos em tais
estudos sugerem que o pequeno tempo de fragmentagdo das florestas no norte

paranaense possa ser um dos fatores determinantes para tais achados.

1.4 DNA Mitocondrial

O DNA mitocondrial (mtDNA) animal € uma molécula de fita dupla
circular, sendo muito atrativa para estudos populacionais e evolutivos por apresentar
heranga uniparental, herdada via materna, de modo que nao segue os padrdes

mendelianos de segregacado e nao sofre recombinagédo; com isso, um genoétipo ou
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haplétipo mitocondrial pode servir para tragar uma genealogia materna ou mesmo
filogenia materna (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001). Deve-se acrescentar
ainda a caracteristica de possuir alta taxa evolutiva em comparagao ao DNA nuclear,
visto que a duplicagcdo do DNA nuclear possui sistema de reparo, diferente da
duplicagdo do mtDNA (CALCAGNOTTO, 2001; ARIAS; INFANTE-MALACHIAS,

2001).

O conhecimento de diversas sequéncias de mtDNA de varios filos
encorajou o desenvolvimento de primers universais determinados por este genoma.
Estes primers permitiiam o acesso ao genoma de mMtDNA de espécies
desconhecidas para biologia molecular, bem como o sequenciamento e a
comparagao de genes homodlogos de espécies proximas relacionadas e de
populagdes de uma determinada espécie (PALUMBI, 1996). Como por exemplo,
pode-se citar o sequenciamento do mtDNA da espécie de abelha Apis mellifera

(CROZIER; CROZIER; MACKINLAY, 1989; CROZIER; CROZIER, 1993).

Dick et al. (2004) realizaram um estudo comparativo sobre a
filogeografia de 14 espécies euglossinas, existentes no Panama, Costa Rica,
México, Equador, Guiana Francesa e Bolivia, por meio da técnica de PCR, utilizando
primers sequenciados para Apis mellifera que marcam a regido CO1 do mtDNA. As
relacbes filogenéticas interespecificas foram identificadas apds o sequenciamento

das regides CO1 amplificadas.

1.5 PCR-RFLP

Com a descoberta das enzimas de restricdo no ano de 1968, e o

consequente desenvolvimento da técnica de RFLP (Restriction Fragment Lenght
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Polymorphism), surgiu um novo tipo de marcador amplamente utilizado em diversos
tipos de estudos, inclusive populacionais (FRANCISCO, 2002, LOWE; HARRIS;

ASHTON, 2004).

Por RFLP entende-se o polimorfismo no comprimento de fragmentos
obtidos por corte da fita dupla de DNA. Tal polimorfismo é evidenciado pela
fragmentacdo do DNA por meio de enzimas de restricdo e observado por
hibridizagao destes fragmentos com sequéncias homodlogas de DNA marcadas com
radioatividade ou compostos que desencadeiam uma reacdo de luminescéncia

(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Dentre as aplicabilidades do RFLP incluem-se: estimativa da
diversidade genética e estruturacdo de populagbes, ocorréncia de fluxo génico,
investigacdo de hibridizagao, introgressao, autopoliploidia e alopoliploidia (LOWE;
HARRIS; ASHTON, 2004). Como vantagens do RFLP em relagdo aos marcadores
morfoldgicos, citoldégicos ou de isoenzimas, pode-se citar: (1) podem ser obtidos em
numero elevado; (2) tém distribuicdo aleatéria no genoma; (3) ndo sao afetados pelo

ambiente (ARIAS; INFANTE-MALACHIAS, 2001).

O trabalho de Saiki et al. (1985) foi um dos primeiros a utilizar a
técnica de PCR associada ao uso de enzimas de restricdo (RFLP) para deteccao de
polimorfismos. No caso, a jungcao das duas técnicas foi empregada para diagnéstico
de anemia falciforme. A detecgcao de polimorfismos por meio da técnica de PCR-
RFLP também tem sido utilizada para a avaliacdo de diversidade e estruturacao
genética de populagbes (LOWE; HARRIS; ASHTON, 2004). Em especial, varios
trabalhos relatam que a PCR-RFLP do mtDNA tém fornecido informagdes relevantes

em estudos de estrutura populacional de espécies, como por exemplo, nas analises
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de populagdes de abelhas (ARIAS; FRANCISCO; SILVESTRE, 2003; BOUGA et al.,

2005; COLLET; ARIAS; DEL LAMA, 2007).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Obter informagbes sobre a diversidade genética da espécie E.
fimbriata de fragmentos florestais do norte do Parana, sul do Brasil, empregando
marcadores moleculares RAPD, para a analise do genoma total, e técnica de PCR-

RFLP para a analise da regido 16S do mtDNA desta espécie euglossina.

2.2 Objetivos Especificos

1) Implantagao da técnica de PCR-RFLP no laboratério de Marcadores Moleculares

em Peixes e Ecologia de Abelhas da Universidade Estadual de Londrina.

2) Com base em marcadores moleculares RAPD e na técnica de PCR-RFLP, obter
informagdes e analisar comparativamente a estrutura genética de grupos de E.

fimbriata presentes em remanescentes florestais de Mata Atlantica.

3) Identificar, por meio da técnica de PCR-RFLP da regido 16S do mtDNA de E.
fimbriata, os possiveis haplétipos existentes nos grupos da espécie estudada, bem

como a frequéncia em que eles ocorrem nestes grupos.

4) Avaliar a possivel ocorréncia de uma relagao entre o tamanho dos fragmentos
estudados e os niveis de variagao genética para os grupos analisados de machos de

E. fimbriata.
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Resumo — A diversidade genética de machos euglossineos de Euglossa fimbriata
de seis fragmentos florestais do sul do Brasil foi estimada com base em marcadores
RAPD e fragmentos de restricdo (PCR-RFLP), estes ultimos obtidos apds a
amplificacdo e digestdo da regido 16S do mtDNA das abelhas. O maior valor de
variagdo genética, revelado pelos dois tipos de marcadores moleculares, foi
detectado para as abelhas de uma reserva florestal particular de 200 ha. No geral,
os resultados obtidos com ambos os tipos de marcadores revelaram que as
amostras de E. fimbriata das seis localidades sdo geneticamente comparaveis. As
anadlises de RAPD mostraram uma maior quantidade de diversidade genética
ocorreu dentro das amostras analisadas. Um haplétipo composto, dos 5 identificados
com as enzimas Asel e Dral, mostrou-se extremamente frequente e amplamente
distribuido entre as abelhas das seis localidades, reforcando a hipotese da

ocorréncia de uma unica populagao de E. fimbrita na regido estudada.

Palavras-chave: Euglossini/ abelhas das orquideas/ RAPD/ 16S mtDNA/ PCR-RFLP
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1. INTRODUGCAO

Nos neotropicos, as abelhas euglossinas, conhecidas popularmente como
abelhas das orquideas, formam um grupo distinto dentro da familia Apidae,
apresentando freqlientemente um corpo robusto, tegumento metalico, glossa
bastante longa e, no caso dos machos as tibias das pernas posteriores modificadas
para a coleta e possivel metabolizagdo de substancias aromaticas (Dressler, 1982;
Roubik e Hanson, 2004). Encontradas exclusivamente no continente americano,
primariamente nas florestas tropicais (Dressler, 1982; Cameron, 2004; Roubik e
Hanson, 2004), as euglossinas sdo consideradas muito interessantes para estudos
envolvendo a fauna tropical. Tal fato deve-se especialmente as suas relacdes
particulares com plantas de diversas familias, suas cores chamativas, bem como o
comportamento particular dos machos e suas modificagdes estruturais (Rebélo,
2001). Machos euglossineos sao os polinizadores primarios de certos grupos de
orquideas Neotropicais (Dressler, 1982; Ackerman, 1983; Roubik e Hanson, 2004).
Consideradas abelhas dotadas de uma grande capacidade de v6o, as euglossinas
destacam-se também pelo seu papel na polinizagdo de espécies vegetais com

distribuicdo esparsa (Janzen, 1971).

De acordo com Michel-Salzat et al. (2004), o status ecoldégico de importantes
polinizadores de diversas plantas tropicais faz destas abelhas um alvo
particularmente valioso para estudos de conservacdo. Sem duvida, um dos aspectos
mais importantes da conservagao relaciona-se a preservagao da variagdo genética
das populagbes naturais sob impacto antropogénico (Solé-Cava, 2001; Perez-
Sweeney et al.,, 2004). Em decorréncia deste fato, nas ultimas duas décadas um
grande numero de estudos voltado para a conservagao da biodiversidade tem

utilizado uma variedade de tipos de marcadores moleculares para investigar a
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diversidade molecular de populagdes de diferentes organismos (Machordom et al.,
2000; Hale et al., 2001; Miedaner et al., 2001; Tomimatsu e Ohara, 2004). Em
estudos com abelhas, a maioria dos marcadores e técnicas moleculares disponiveis
ja foi empregada em analises da diversidade genética de populagdes destes insetos,
especialmente os marcadores baseados no DNA, como microssatélites e RAPD
(Estoup et al. 1995, 1996; Franck et al. 1998; Sofia et al., 2005; Francisco et al.
2006). Dentre as técnicas usadas na analise genética de populagdes de abelhas,
destaca-se a técnica de RFLP (restriction fragment length polymorphism), a qual tem
sido bastante aplicada na investigagdo do genoma mitocondrial de diferentes
espécies de Apoidea, como por exemplo espécies da subtribo Meliponini (Francisco
et al., 2001; Weinlich et al., 2004; Moretto e Arias, 2005), mas especialmente em
estudos envolvendo Apis mellifera (Hall e Smith, 1991; Diniz et al., 2003; Bouga et
al., 2005; Collet et al., 2007). Segundo Arias e Infante-Malachias (2001) o DNA
mitocondrial (MtDNA) animal é uma molécula muito atrativa para estudos
populacionais e evolutivos, por apresentar heranca uniparental, herdada via
materna, de modo que nao segue os padroes mendelianos de segregagao e nao
sofre recombinagao; com isso, um gendtipo ou haplétipo mitocondrial pode servir
para tragar uma genealogia materna ou mesmo filogenia materna. Assim, estudar a
diferenciagdo do mtDNA é equivalente a estudar a populagao de fémeas (Crozier,
1990). Deve-se acrescentar ainda a caracteristica de possuir alta taxa evolutiva em
comparagao ao DNA nuclear (Crozier, 1990; Arias e Infante-Malachias, 2001).
Portanto, em uma populagao finita, a deriva genética atuara de forma mais intensa

na evolugdo do mtDNA em comparagao com o genoma nuclear (Hillis et al., 1996).

Por outro lado, a utilizacdo de marcadores moleculares aplicados ao DNA

gendmico total de um organismo tém também se mostrado bastante util em estudos
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de populagdes. Assim, estudos de genética de populagdes investigando os genomas
mitocondrial e total tornam-se interessantes, tendo em vista que os dois tipos de
marcadores fornecem diferentes tipos de informacdao, ndo somente pelas suas
habilidades em detectar diferenciacdo, mas também pelas suas habilidades em

detectar diferengas na perspectivas evolucionaria e ecoldgica (Crozier, 1990).

Apesar da importdncia das abelhas euglossinas como importantes
componentes da fauna Neotropical, até o presente, sdo poucas as informacdes
disponiveis na literatura sobre a diversidade genética das populacbes destas
abelhas presentes em remanescentes de florestas neotropicais (Sofia et al., 2005;

Waldschmidt et al. 2005).

Dentro do grupo Euglossina, o género Euglossa é sem duvida o mais
diversificado, com mais de 100 espécies descritas (Dressler, 1982; Cameron, 2004).
Euglossa fimbriata Rebélo e Moure € uma espécie com ampla distribuicdo no
territdrio brasileiro, ocorrendo nas matas umidas amazénicas e nas vastas areas do
nordeste e centro-sul brasileiros (Rebélo et al., 2003). Com ocorréncias relatadas
para diferentes ecossistemas, tais como caatinga, restinga e cerrado (Neves e
Viana, 2003), E. fimbriata € também um componente frequente da fauna euglossina
nos remanescentes de Mata Atlantica, do nordeste até o sul do Brasil (Rebélo e
Garoéfalo, 1991; Peruquetti et al., 1999; Silveira et al., 2002; Tonhasca et al., 2002;

Sofia et al., 2004; Souza et al., 2005).

Estudos recentes em diferentes remanescentes de Mata Atlantica revelam
uma abundancia bastante variavel para as populagdes de E. fimbriata, mostrando-se
com uma das espécies dominantes em numero de individuos em algumas areas de
estudo (Neves e Viana, 2003) e pouco frequente em outras (Tonhasca et al., 2002;

Nemésio, 2003; Martins e Souza, 2005). Além disto, foi relatado que a abundancia
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de E. fimbriata varia também em relagdo ao tamanho do fragmento estudado (Sofia

e Suzuki, 2004).

Com o objetivo de obter informagdes sobre a diversidade genética de E.
fimbriata presente em areas mantidas na forma de fragmentos florestais no norte do
Parana, o presente trabalho empregou marcadores moleculares RAPD, para a
analise do genoma total, e PCR-RFLP para a andlise da regido 16S do mtDNA desta

espécie euglossina.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Areas de Estudo

As abelhas foram coletadas em seis fragmentos florestais situados no norte
do estado do Parand, sul do Brasil (Fig. 1). Quatro dos fragmentos estudados
constituem reservas de mata de tamanhos diferentes, mantidas em propriedades
particulares, sendo: duas de tamanho grande (> 100 ha), uma de tamanho médio (70
ha) e uma de tamanho pequeno (20 ha), (Tab. I). Os outros dois fragmentos
florestais constituem duas reservas governamentais: Parque Estadual “Mata dos
Godoy” (G) e Parque Municipal “Arthur Thomas” (AT). O primeiro destes inclui uma
area de cerca de 580 ha de vegetacao nativa preservada (mata primaria), que esta
conectada a uma area de vegetagcdo de aproximadamente 2200 ha localizada fora
dos limites do parque, formando um fragmento total de mata de mais ou menos 2800
ha (Sofia et al., 2005). O Parque Arthur Thomas apresenta uma area de mata
secundaria com cerca de 66 ha. Os fragmentos constituem reservas de vegetacéo
remanescente de Floresta Estacional Semidecidual, tipo de vegetagdo nativa

presente na regidao norte do estado do Parana até o inicio do século XIX (Torezan
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2002), apresentando diferentes tipos de vegetacdo (Tab. I). Uma caracteristica
comum aos fragmentos selecionados € que todos apresentam sinais de perturbacao
antropogénica e se encontram circundados por areas cultivadas ou pastagens. As

distancias geograficas entre os fragmentos podem ser observadas na Tab. Il.

ATl

Figura 1. Localizagdo dos fragmentos florestais estudados. 2C: Fazenda
Cachoeira 2C; SA: Fazenda Santo Anténio; CA: Fazenda Califérnia; D: Fazenda
Doralice; AT: Parque Municipal Arthur Thomas; G: Parque Estadual Mata dos

Godoy; em amarelo: area urbana dos municipios da regiao estudada.
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Tabela I. Caracterizacdo dos seis fragmentos de mata estudados em termos de:

tamanho (ha), localizacdo, coordenadas geograficas, tipo de vegetacdo e
denominagéo.
Areas de . Municipio . .
estudo Sup()re];f;me (coordenadas Reserva V;-'%?adeéo frzlprﬁ:rﬁo
(Abreviacao) geograficas) getag 9
Parque
Estadual Mata 580 Londrina Estadual Primaria Grande
dos Godoy (+ 2200) (23°27’ S; 51°15° W)  (Governamental)
(G)
Caiﬁzi?riaZC 117 Sertandpolis Particular Secundaria Grande
(2C) (23°03’ S; 51°02' W)
Fazenda Ibipora
Do(rgl)lce 200 (23°16' S: 51°03' W) Particular Primaria Grande
Fazenda Santo Sertaneja
Antbnio 70 (23°02’ S: 50°50° W) Particular Secundaria Médio
(SA)
Fazenda Sertandpolis
Califérnia 20 (23°03' S: 51°02' W) Particular Secundaria Pequeno
(CA)
Parque
Municipal Londrina Municipal L .y
Athur Thomas ~ ©°  (23°15'$;51°15W)  (Governamental) ~ >ccundara - Medio
(AT)

Tabela Il. Distdncias geograficas (km) entre os diferentes fragmentos florestais

estudados.
G 2C D SA AT CA
2c 56 -
D 30 34 o
SA 62 7 36 il
AT 15 43 17 47 bk
CA 40 15 24 23 26 o

G: Parque Estadual Mata dos Godoy; 2C: Fazenda Cachoeira 2C; D: Fazenda Doralice; SA:

Fazenda Santo Antdnio; AT: Parque Municipal Arthur Thomas; CA: Fazenda Califérnia.
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2.2. Coleta das Abelhas e Extragcao de DNA

A metodologia de coleta das abelhas foi baseada em Sofia e Suzuki (2004).
Durante as coletas, machos euglossineos atraidos a isca-odores foram capturados

com uma rede entomoldgica.

No laboratério, o material coletado foi identificado sob esteremicroscopio
(Zeiss), com base em uma colegdo de referéncia. Apds identificagcdo, as abelhas
foram mantidas a —20°C até a extragdo do DNA total. Alguns individuos da espécie
estudada foram montados em alfinetes entomoldgicos, para servirem como material
testemunho, e encontram-se depositados no Museu de Zoologia da Universidade de
Londrina (MZUEL).

As analises moleculares envolveram um total de 123 machos de E. fimbriata.
Com excegédo do Parque Arthur Thomas (AT) e da Fazenda Califérnia (CA), que
tiveram um numero menor de machos de E. fimbriata analisados, respectivamente,
18 e 13, nos demais fragmentos florestais foram analisados 23 machos desta
espécie. Para a extracdo de DNA foi retirado o abdémen das abelhas. O DNA total
das amostras foi extraido através de trés lavagens sucessivas em: fenol;
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico; e, cloroférmio/alcool isoamilico conforme
metodologia descrita por Sofia et al. (2005). O DNA obtido da extragao foi
ressuspendido em 50 uL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8,0) e estocado a -
20°C. Antes das extragbes as abelhas foram lavadas com alcool 70% para a

remogao de possiveis contaminantes exdégenos como polen ou fungos.
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2.3 RAPD

A amplificacdo do DNA total das abelhas foi baseada em Williams et al.
(1990), com algumas modificagdes. As reagdes de RAPD foram produzidas em um
volume final de 15 uL, contendo 10 ng de DNA, 300 uM de dNTP (Pharmacia), 0,3
uM de primer (Operon Technologies, Alameda, CA, USA), 3 mM de MgCl, e 1,5 U da
enzima DNA polimerase, tampéao de reagéo (10 mM Tris-HCI pH 8,3, 500mM KCI) e
agua ultrapura. Para cada conjunto de amplificagdo foram montadas reacgdes
controle, contendo todos os reagentes das reag¢des de RAPD e agua em substituicao
ao DNA. No controle das reagdes, em substituicido ao DNA, se adicionou 0 mesmo

volume de agua ultrapura.

Para as reagbes de amplificagdes foram testados 40 primers diferentes dos
kits OPA, OPC, OPW, OPAC e OPAM. Foram selecionados os primers que
produziram bandas mais nitidas e em maior niumero. Na selegao de primers foi

utilizado um mix de DNA de varios individuos diferentes.

As amplificacbes do DNA foram feitas em termociclador (PTC-100, MJ
Research, Inc.), de acordo com o seguinte protocolo: uma desnaturagao inicial a
92°C de 4 minutos, seguida de 40 ciclos de 40 segundos a 92°C, um minuto e trinta
segundos a 40°C e dois minutos a 72°C; terminado os 40 ciclos, uma extensao final

de cinco minutos a 72°C.

Apos a amplificagdo as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,4%, a 3 V.cm™, usando-se o tamp3o de corrida TBE (Tris 0,89 mM, 0,89

mM de acido borico, 2 mM de EDTA, pH 8,3), diluido 1:20 (v:v) a partir do estoque.

Apos corrida eletroforética os géis foram corados em brometo de etidio (20uL de
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brometo de etidio.100mL™" de TBE) e fotografados em transiluminador sob luz UV,

usando-se o sistema da fotodocumentacéao digital Kodak EDAS 290.

2.4 PCR - RFLP

Para as reagdes de amplificacao da regiao 16S do mtDNA foram utilizados os
seguintes primers: 16SWb (3'-CACCTGTTTATCAAAAACAT-5’) (Dowton e Austin,
1994) e 874-16S (3-TATAGATAGAAACCAATCTG-5") (Cameron et al., 1992). As
reagdes de PCR foram produzidas em um volume total de 25 uL, contendo 2,5 uL de
tampéao de reacdo 10x, 200 uM de cada ANTP, 2,5 mM de MgCl,, 0,8 uM de cada
primer, 2 uL de DNA, 1,5 U de Taq polimerase (VJR) e agua ultrapura. As
amplificagbes foram feitas em termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.), de
acordo com o seguinte protocolo: uma desnaturagéo inicial a 94°C de 4 minutos,
seguida de 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 42°C e 45 segundos a
64°C; terminando com uma extenséo final de 4 minutos a 72°C.

Apods a amplificagdo, um volume de 1 uL do produto da PCR foi submetido a
digestdo simples, durante 14 horas, com 10 unidades da enzima (10 U.uL™),
utilizadas conforme as recomendacdes do fabricante. Para determinar a presenca de
possiveis sitios de restricdo na regido amplificada os produtos da PCR foram
digeridos por no minimo 12 horas com as seguintes endonucleases: enzimas de
corte frequente: Mspl, Haelll, e enzimas de corte raro: Ndel, Sspl, Asel, Xhol, Bcll,
Xbal, Eco321, BamHlI, Hindlll, Dral, Spel, Pstl, EcoRI; contudo apenas as enzimas
Asel (Biolabs) e Dral (Fermentas) mostraram alguma atividade de restricdo para a
regidao 16S, produzindo bandas de qualidade satisfatéria para as analises

posteriores. Os fragmentos produzidos apds a agdo das enzimas de restricdo foram
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separados eletroforeticamente em gel de poliacrilamida 11%, a 8,3 V.cm™ por 5
horas, e posteriormente, corados com nitrato de prata (AgNO3’) e fotografados com
camera digital (Nikon). Marcadores de pesos moleculares de 25 e 50 pb (Invitrogen)
foram também aplicados no mesmo gel que as amostras, para a estimativa dos
tamanhos dos fragmentos de restricdo. A estimativa do peso molecular dos
fragmentos obtidos foi feita por meio do programa computacional Fragment Length

Calculator - FRAGLEN1 v.3.5 - (Ray, 2000).

2.5 Analise Genética dos Dados de RAPD e PCR-RFLP

A analise genética das populagdes, baseada nos marcadores RAPDs, foi
determinada por comparacido dos perfis eletroforéticos obtidos, com cada um dos
primers utilizados, para os machos de abelhas das diferentes areas estudadas. O
padrao de bandas foi analisado, levando-se em consideracao a presenca e auséncia
de bandas, de modo que os dados foram introduzidos em programas
computacionais na forma de variaveis binarias, o numero 1 indicando a presencga da

banda e o numero 0 a auséncia.

O programa computacional TFPGA 1.3 (Miller, 1997) permitiu o célculo dos
seguintes parametros genéticos: variabilidade genética estimada a partir da
proporcdo de locos polimérficos ( P), usando-se o critério de 95% e H
(heterozigosidade meédia ndo-enviesada). A corregdo de Lynch e Milligan (1994),
normalmente empregada no caso de marcadores dominantes, n&o foi utilizada nas
analises genéticas por se tratarem os machos euglossineos de individuos haplodides.
O estudo da estrutura populacional empregando-se a analise de variédncia molecular
(AMOVA) (Excoffier et al., 1992) foi realizado com o auxilio do programa ARLEQUIN

3.01. Essa analise serviu para gerar estimativas da variancia genética em diferentes
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niveis hierarquicos (ou seja, de como a diversidade genética encontra-se distribuida
dentro das populagdes e entre as populagbes) e indice ®st entre pares de
populagdes, o qual pode ser usado como uma estimativa da distancia genética entre

elas (Excoffier et al., 2006).

Os padroes distintos de digestdo simples pelas endonucleases (padrdes de
restricdo) foram identificados por letras especificas (A, B, C, D etc) de acordo com a
ordem de aparecimento destes padrdes. Cada abelha foi identificada por um cdédigo
de varias letras, indicando cada gendtipo composto do mtDNA (haplétipo). Com
base no padrao de hapldtipos obtidos as frequéncias destes foram estimadas as

amostras das seis areas estudadas.

3. RESULTADOS
3.1 RAPD

Para as andlises moleculares, foram selecionados onze primers: OPA7,
OPA11, OPA16, OPA19, OPAM11, OPAM18, OPC2, OPC5, OPW1, OPW11 e
OPW13. O numero de bandas selecionadas para as analises variou entre 6 a 12

para os diferentes primers.

De um modo geral, os perfis eletroforéticos de RAPD ndao mostraram grande
variagao entre as amostras dos fragmentos florestais. Na Fig. 2 € mostrado um perfil
de RAPD obtido com o primer OPA7 para as amostras de machos de E. fimbriata

dos fragmentos Godoy (G) e Doralice (D).
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Figura 2. Perfil eletroforético de RAPD da espécie E. fimbriata com o uso do primer
OPA7. (M): Marcador de peso molecular de 100pb. (A): machos coletados no

Godoy. (B): machos coletados na Fazenda Doralice. (C): controle (Branco).

A estimativa de heterozigosidade média ( H) resultou nos seguintes valores
para as amostras analisadas: 0,0936 (G), 0,1048 (2C), 0,1527 (D), 0,1141 (SA),
0,0977 (AT) e 0,1249 (CA), com o menor valor detectado para a amostra do

fragmento G e o maior valor observado para o grupo coletado no fragmento D.

Os valores estimados de proporcédo de locos polimérficos ( P) foram: 42,22%
(2C), 42,22%(G), 47,78% (D), 38,89% (SA), 34,44% (AT) e 37,78% (CA). Como para
o valor de heterozigosidade, o maior valor de proporgdo de locos polimorficos foi
encontrado para a amostra de D, ja o menor valor foi encontrado para a amostra de
AT. Foi observada uma tendéncia das amostras de fragmentos de tamanho maior
possuirem uma variagdo genética maior quando comparadas aquelas de areas
menores. Porém, destaca-se que as amostras dos fragmentos menores AT e CA

continham um menor numero de individuos.

Com base na analise da AMOVA para os grupos de abelhas dos seis

fragmentos florestais estudados, detectou-se que a maior quantidade de variagéo
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genética deu-se dentro dos grupos (95,41%), enquanto que o valor entre grupos foi
de 4,59% (Tab. Ill). Igualmente, quando os grupos foram analisados par a par, a
maior quantidade de variagdo genética deu-se dentro dos grupos, a qual variou de
90,25% (G-CA) a 99,79% (2C-AT), enquanto a amplitude de variagdo genética entre
grupos foi de 0,21% (2C-AT) a 9,75% (G-CA) (Tab. IV). O valor da estimativa da
variancia molecular (Ps7) para todos os grupos analisados foi de 0,04588 (Tab. ),
ja os valores de ®sr para todos os grupos analisados par a par os valores
significativos variaram de 0,03051 a 0,09752 (Tab. IV).

Tabela lll. Analise de Varidncia Molecular (AMOVA) e estimativa da variancia da

frequéncia génica entre grupos (®st) de E. fimbriata para todos os fragmentos

estudados.

Soma de Componentes Porcentagem

Fonte de variagao Quadrados  de Variancia da Variagao st
Entre populagbes 53,208 0,25858 4,59 0,04588*
Dentro de populagdes 529,149 5,37735 95,41

Total 582,358 5,563594

* 5% de significancia
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Tabela IV. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) e estimativa da variancia da

frequéncia génica entre grupos (®s7) de E. fimbriata dos seis fragmentos de mata

estudados analisados par a par.

Comparativo  Fonte de Variagio g ot 00 CUNRRIREES PO aeae OsT
20-G  Doniodepopuicdes 205304 46601ve oo 00305
2€-D Egtnrﬁ'cf’ Zﬁuéiii'fasgaes 21636,548375 313@2@3 ¥E 954 ,1837 0,05130
2C-SA L oiactes 294870 S11067V ongs 003168
AT e popumcoes 134768 47areave  oore  000210”
2C-CA Egtnrﬁ'cf’ Zﬁuéiii'fasgaes 11801’,259142 2153?2& ¥E 954,2791 0,05292"
G-b [E)gtr:‘ﬁ’c? 32”;3%?175@6% 215?21’?83750 2133‘2‘35 ¥§ 954’,72%1 005760
G-SA Ere]tr:ter(? 32%?3%?1?:96% 21 125?370%1 3123323 ¥E 963’?200 0,06796"
G-AT  Donmodepopucies 173203 44a1iove o517 004829”
G-CA [E)gtr:‘ﬁ’c? 32“;13%3?595% 116355?97406 2:83&11:1’, ¥§ 996,7255 0,09752"
D-SA Lo ooasses 274435 623715Vh &2 ooerer
D-AT Egtnrﬁ'cf’ Zﬁuéiii‘f:gaes 21324,130363 2:882132; ¥E 945’,7282 0,04784*
DA o agoes 231077 670838 Vh St 0,06586°
SA-AT L o romimctes 104585 425012V ooy 001251
SA-CA  Doniodepooacies 189512 ssrasTve  oses 001"
AT CA L oomdes 108380 442088 Vh o7y 002202

* 5% de significancia; ** 1% de significancia; " nao significativo

G: Parque Estadual Mata dos Godoy; 2C: Fazenda Cachoeira 2C; D: Fazenda Doralice; SA:

Fazenda Santo Antdnio; AT: Parque Municipal Arthur Thomas; CA: Fazenda Califérnia.
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3.2 PCR-RFLP

O tamanho estimado para o fragmento amplificado da regido 16S do mtDNA
variou aproximadamente de 580 a 700pb. Cada uma das duas endonucleases
usadas nas analises, Asel e Dral, tiveram pelo menos um sitio de restricdo para a
regidao 16S de E. fimbriata. A partir do perfil eletroforético dos fragmentos gerados
pelas reacbes de restricdo (Fig. 3) foi realizada a estimativa dos pesos dos
fragmentos (Tab. V); o maior fragmento gerado pelo corte com a enzima Asel foi de
177pb e o menor 63pb, para a enzima Dral foram encontrados fragmentos entre 68

e 150pb.

Foram identificados a presenca de 4 hapldtipos distintos para a enzima Asel
(Fig. 3) e 2 haplétipos produzidos pela enzima Dral (Tab. V), que combinados
resultaram em cinco gendétipos compostos (haplétipos) diferentes entre os individuos
de E. fimbrita amostrados (Tab. VI). Destes haplotipos compostos, o haplétipo AE foi
comum a todos os grupos de abelhas estudados, presente em uma frequéncia de
63,64% a 95,65%. O segundo haplétipo mais frequente (AF) foi encontrado entre os
individuos dos fragmentos G, 2C, D e CA, mostrando frequéncias de 4,35% a
31,82%. Os haplétipos BE e DE foram exclusivos para os fragmentos 2C e SA,

respectivamente, em uma frequéncia de 4,35% (Tab. VI).
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2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 3. Perfil eletroforético (gel de poliacrilamida 11%) dos fragmentos de
restricdo para a regiao 16S mtDNA amplificada via PCR e digerida por enzima
Asel. Coluna 1: (25pb) - marcador de 25pb;. colunas 2 e 3: individuos do
fragmento florestal 2C (haplétipos A e B respectivamente); coluna 4: individuo de
AT (hapldtipo A); coluna 5: individuo de CA (haplétipo C); colunas 6 a 8:
individuos de D (haplétipos A, C e A respectivamente); coluna 9: individuo de G
(haplétipo A); coluna 10: individuo de AS (haplétipo D); coluna 11: (C) - controle -
fragmento 16S nao digerido; coluna 12: (50pb) - marcador de 50pb.
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Enzimas Godoy Fazenda 2C Doralice Santo Anténio Arthur Thomas Califérnia
(G) (2C) (D) (SA) (AT) (CA)

A A B A C A D A A C
(23) (22) (1) (21) (1) (22) (1) (18) (12) (1)

177 177 177 177 - 177 - 177 177 -
141 141 141 141 141 141 141 141 141 141
Asel 133 133 133 133 133 133 133 133 133 133
89 89 89 89 89 89 - 89 89 89

- - - - - - 83 - - -

- - 73 - - - - - - -

70 70 70 70 70 70 70 70 70 70

63 63 63 63 63 63 63 63 63 63

E F E F E F E E E F
(22) (1) (22) (1) (15) (7) (23) (18) (11) (2)
150 150 150 150 150 150 150 150 150 150
Dral - 144 - 144 - 144 - - - 144
113 113 113 113 113 113 113 113 113 113

95 95 95 95 95 95 95 95 95 95

68 68 68 68 68 68 68 68 68 68

Tabela V. Perfil dos haplétipos (A, B, C, D, E e F) dos fragmentos de restricdo, produzidos apds a digestdo da regido 16S

mMtDNA pelas enzimas Asel e Dral, para os grupos de abelhas dos seis fragmentos florestais estudados.

Haploétipos A, B, C, D, E e F — em parénteses: quantidade de individuos da populacdo com cada haplétipo.
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Tabela VI. Distribuicdo e frequéncia dos haplétipos compostos em cada area de

estudo.

r e . Santo Arthur e . Total
Haplétipos Godoy 2C Doralice Anténio  Thomas Califérnia (amostras)
AE 22 21 14 22 18 10 107
(95,65%) (91,30%) (63,64%) (95,65%) (100%) (76,93%)

AF 1 1 7 i i 2 11
(4,35%) (4,35%) (31,82%) (15,38%)
BE - ! - - - - 1
(4,35%)
CE i i ! i i ! 2
(4,54%) (7,69%)
DE i i ; ! i ; 1
(4,35%)
Total

A . 100% 100% 100% 100% 100% 100% -
(Freqiiéncia)

4. DISCUSSAO

A variagdo genética representa um dos trés niveis de biodiversidade que a
IUCN (World Conservation Union) recomenda para a conservagao bioldgica. Existem
duas razdes para esta recomendacao: (1) a diversidade genética & necessaria para
as populagdes se desenvolverem em resposta a mudangas ambientais e (2) os
niveis de heterozigosidade estdo ligados diretamente a reducdo da capacidade
adaptativa ocasionada por deriva genética e/ou endocruzamento (Reed e Frankham,
2003).

Alguns estudos sugerem que a fragmentagcéo de ambientes pode levar a uma

diferenciagao genética das populagbes com perda da heterozigosidade e diminuigéo
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de alelos, resultando em um declinio da capacidade adaptativa das populacdes

afetadas, com riscos de extingao destas (Maki-Petays et al., 2005).

Os niveis de heterozigosidade encontrados para os grupos de abelhas das
seis areas estudadas se mostraram similares aos descritos por Sofia et al. (2005) e
Pascual (2006) para outras duas espécies euglossinas, amostradas também em
ambientes fragmentados. Por outro lado, os valores de proporgdo de locos
polimérficos ( P) se mostraram inferiores aos descritos para Eufriesea violacea e

Eulaema nigrita (Sofia et al., 2005; Pascual, 2006).

Ainda, observa-se que os maiores valores de P foram encontrados para as
amostras dos fragmentos considerados grandes (acima de 100 ha), enquanto as
amostras dos fragmentos menores revelaram os menores valores. Powell e Powell
(1987) sugerem que o desmatamento tem um efeito negativo sobre as populacdes
de algumas espécies euglossinas, pois pode levar ao declinio da abundéancia de
individuos destas espécies. Sabe-se que o tamanho efetivo de uma populacao é de
extrema importancia para a manutengdo das futuras geragdes, pois populagdes
sujeitas a uma diminuicdo da abundéancia (ex. efeito de gargalo de garrafa) e
consequente diminuicdo do tamanho efetivo podem ter seu potencial evolutivo
reduzido, com a redugao dos valores de heterozigosidade (Frankham et al., 1999).
Portanto, no presente estudo, os menores valores de P obtidos para os grupos de
abelhas de areas menores podem estar relacionados a uma menor abundancia de
E. fimbriata nestes fragmentos. Entretanto, tal conclusdo deve ser avaliada com
cautela, considerando que duas das trés amostras dos fragmentos menores
possuiam um menor numero amostral, o que poderia causar um desvio nos valores

de P estimados.
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Uma das principais criticas a técnica de RAPD relaciona-se a baixa
reproducibilidade dos perfis eletroforéticos e conseqlentemente dos resultados
produzidos (Ayliffe, 1994; Pérez et al., 1998; Matioli; Passos-Bueno, 2001). Assim,
neste estudo optou-se pela selecdo de bandas que mostrassem uma maior
reproducibilidade nos diferentes géis. Desta forma, embora as analises com um
numero mais reduzido de locos possam por um lado enviesar os resultados, por
exemplo, diminuindo a estimativa de variacdo genética para alguns grupos
analisados, desde que os locos polimérficos sdo mais comumente descartados, por
outro lado, trabalha-se com perfis de RAPD mais confiaveis. Alguns trabalhos na
literatura tém também restringido as analises de RAPD a um numero menor de
bandas, as quais mostram alta repetibilidade (Lougheed et al., 2000). Assim, os
menores valores de P obtidos com a andlise das amostras de E. fimbriata dos
diversos fragmentos florestais podem ser atribuidos a forma de analise adotada no

presente trabalho.

Ambos os marcadores empregados neste estudo (RAPD e PCR-RFLP)
mostraram uma maior variagdo genética para o grupo de abelhas do fragmento D. A
amostra do fragmento D obteve os maiores valores de propor¢do de locos
polimorficos e de heterozigosidade (analises a partir do perfil de RAPD). No que se
refere aos resultados com as analises de PCR-RFLP, a amostra deste fragmento
florestal mostrou a ocorréncia de 3 haplotipos compostos, dois dos quais em
frequéncias acima de 30%. Embora o fragmento D faga parte de uma propriedade
privada, este remanescente vegetal encontra-se em boas condi¢gbes de preservagao

(Tab. ), o que poderia explicar em parte os resultados encontrados.

O maior valor encontrado de heterozigosidade foi também para a amostra do

fragmento D ( H: 0,1527), enquanto o menor valor de H foi detectado para a



48

amostra da reserva governamental de maior tamanho (fragmento Godoy), a qual
também exibiu apenas dois tipos de haplétipos compostos (Tab. VI). Alguns autores
sugerem que populagdes de algumas espécies de euglossinas podem declinar em
abundancia de individuos em fragmentos florestais menores que 100 ha ficando
mais sujeitas a processos locais de extingdo (Powell e Powell, 1987).
Aparentemente, os resultados obtidos com as analises genéticas de E. fimbriata
apontam na dire¢do de que os tamanhos diferentes dos fragmentos florestais nao
estdo resultando em niveis de variagdo genética distintos para as amostras desta
espécie euglossina.

Como destacado anteriormente, o haplétipo AE foi o mais abundante em
todas as localidades e com uma ampla frequéncia (63,64 a 95,65%) em todas as
amostras (Tab. VI). Com base na teoria da coalescéncia, alelos mais antigos séo
encontrados em frequéncias mais elevadas e possuem um maior numero de
conexdes mutacionais (Crandall e Templeton, 1993). Assim, no caso de subdivisdo
das populagdes, espera-se que os alelos mais antigos estejam mais amplamente
distribuidos (McLean et al., 1999). Portanto, os resultados encontrados com as
andlises de PCR-RFLP indicam que o haplétipo AE seja o mais antigo dos
haplétipos encontrados para essa espécie de euglossina na regido estudada, e que
os demais haplétipos, menos frequentes, sejam provavelmente resultantes de

mutacdes novas.

Em relagédo aos trés haplétipos compostos que foram menos frequentes (BE,
CE e DE - Tab. VI), é possivel que as baixas frequéncias encontradas nao reflitam
obrigatoriamente a condigdo de haplétipos raros, tendo em vista que os tamanhos
das amostras foram relativamente reduzidos. Por outro lado, tem sido mostrado na

literatura que com tamanhos amostrais proximos a 20 exemplares por localidade,
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cerca de 90% dos haplétipos presentes em uma populagdo sao encontrados

(McLean et al., 1999).

Quando o isolamento entre populagbes ndo € completo, um baixo nivel de
fluxo génico pode ser o responsavel por prevenir a ocorréncia de diferenciagao dos
alelos das populagdes (Fergunson et al., 1995). Além disto, a deriva genética pode
ser um importante fator para a diferenciacdo entre populagdes, particularmente
quando o tamanho efetivo das populagdes € pequeno e o fluxo génico € limitado.
(Fergunson et al., 1995; Hartl e Clark, 1997; Tremblay e Ackerman, 2001). O
coeficiente de fixagdo de alelos (Fst) € uma medida padrdo do grau de diferenciagcéo
genética entre populagbes, a qual varia de 0 (auséncia de diferenciacdo) a 1
(auséncia de alelos compartilhados) (Hartl e Clark, 1997). De acordo com Wright
(1978), valores de Fsr de 0 a 0,05 sdo indicativos de populagbes com baixa
diferenciagao genética, de 0,05 a 0,15 indicam moderada diferenciagao genética, de
0,15 a 0,25 mostram uma grande diferenciacdo genética e, valores de 0,25 a 1
indicam uma diferenciagcdo genética muito grande. No presente trabalho, com
excecdao de quatro pares de grupos (2C-AT, SA-AT, SA-CA e AT-CA) que néo
mostraram diferengas significativas nas estimativas de ®sr (analogo ao Fsr), os
demais 11 pares analisados mostraram valores de ®gst estatisticamente diferentes
de zero (Tab. V), indicando alguma diferenciacédo genética entre estes grupos. No
caso, as amostras dos fragmentos AT, SA e CA nado sao diferentes
significativamente, ja as amostras de G, D e 2C diferem significativamente. Com
base nos valores estimados de ®gsr, verificou-se que os pares de amostras de 2C-G,
2C-SA e D-AT mostraram uma baixa diferenciagdo genética, enquanto os pares de
amostras dos demais fragmentos mostraram valores de ®sr indicando uma

moderada estruturacao genética.
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Desta forma, pode-se presumir para a maioria dos pares de amostras
analisadas de E. fimbriata, que se de fato o fluxo génico esta ocorrendo entre tais
grupos ele parece limitado. Além disto, muitos estudos de estruturagcéo genética que
utilizam a estatistica F ou outras medidas de particdo sao sujeitas a limitagdes que
podem afetar as interpretagdes dos resultados (Ross et al., 1999). Kalinowski (2005)
observou que para um loco com altos niveis de polimorfismo, sdo necessarios 20
individuos (por populagdo) para se obter uma amostra representativa das
populacdes quando o Fst € maior que 0,05, enquanto 100 individuos s&o
necessarios quando o Fst € menor que 0,01. No presente estudo foram encontrados
pares de amostras com estimativas de Fst abaixo de 0,05 e trés pares com valores
com cerca de 0,01 (Tab. IV); assim, estes resultados devem ser analisados com
cautela, visto que eles podem nao refletir o nivel de diferenciacdo genética destes

pares de amostras.

Alguns estudos demonstraram que abelhas Euglossina conseguem transpor
areas desmatadas (Raw, 1989; Murren, 2002; Tonhasca et al., 2003). Raw (1989)
observou algumas espécies de Euglossina transpondo areas desmatadas entre

fragmentos florestais separados por até 4 Km.

No presente estudo os valores de ®sr obtidos nas analises das abelhas dos
seis fragmentos estudados sugerem a ocorréncia de subpopulag¢des de E. fimbriata
na regiao norte do Parana, constituindo uma metapopulagédo desta espécie na regiao
estudada. De forma similar, Sofia et al. (2005), utilizando marcadores RAPD,
também observaram a ocorréncia de uma unica populacdo de Eufriesea violacea,
uma espécie aparentemente mais sensivel que E. fimbriata a degradagao ambiental

(Sofia e Suzuki, 2004), para a mesma regiao.
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Os resultados obtidos com a analise de fragmentos de restricdo para a regiao
16S de E. fimbriata sdo de grande relevancia, em parte, por serem 0s primeiros a
serem realizados para esta espécie de euglossina. Além disto, tais resultados
contribuem para um maior entendimento da estrutura populacional de E. fimbriata
em uma paisagem fragmentada, complementando as informagdes obtidas com

marcadores RAPD.

Sofia et al. (2005) sugerem que o tempo reduzido de fragmentagao no norte
do estado do Parana, bem como as caracteristicas biolégicas de algumas espécies
de euglossinas, as quais apresentam de uma a poucas geragdes por ano podem
estar determinando o padréo de diversidade genética encontrado para algumas

espécies do grupo.

Modelos de genética de populagdes implicam a afirmacao de que, diferencas
substanciais nas frequéncias alélicas nao ocorrem em um curto periodo de tempo,
exceto pela acédo de selecao natural ou um pequeno tamanho efetivo da populagao
(que pode ser causado por um evento de “gargalo de garrafa”), de modo que
provocariam a diferenciacédo através da fixacdo de alelos por deriva genética.
(Ferguson et al. 1995). De acordo com Sork et al. (2003), existem na literatura
diversos trabalhos sobre biologia da conservagdo que estimam os niveis de fluxo
génico baseados nos valores de Fgst, 0s quais refletem uma histéria a longo prazo,
nao de processos em andamento. Portanto, a recente histéria da fragmentacéao da
Floresta Atlantica (aproximadamente 70 anos) na regido do presente estudo
(Torezan, 2002; Torezan et al., 2005) poderia explicar, pelo menos em parte, 0s
baixos valores de diferenciagado genética detectados no presente estudo. Além disto,
como proposto por Sofia et al. (2005), a grande capacidade de dispersdo dos

euglossineos (Janzen, 1971; Roubik e Hanson, 2004) combinado com o fato de que
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machos euglossineos nao ficam presos ao ninho, abandonando-o apds o
nascimento (Dressler, 1982; Cameron, 2004), podem ser um dos maiores fatores
que suportam a baixa estruturacdo populacional de E. fimbriata mesmo com a

fragmentacao existente na regiao do presente estudo.

Assim, a utilizacdo de marcadores mitocondriais torna-se especialmente
interessante no estudo de abelhas euglossinas, pois, por serem marcadores de
heranga materna (Crozier, 1990; Arias e Infante-Malachias, 2001), estes podem
fornecer informacdes sobre a dispersdo de fémeas na populacdo. Embora tenha
sido mostrado que fémeas euglossinas sejam capazes de voar mais de 20 km em
florestas continuas (Janzen, 1971), ao contrario dos machos, as fémeas tendem a
reutilizar o ninho materno apds o nascimento (Garoéfalo, 1992; Santos e Gardfalo,
1994; Augusto e Garofalo, 2004) e explorar fontes de recursos preferencialmente em
locais mais proximos ao ninho. Deste modo, espera-se uma menor amplitude de

dispersédo das fémeas em comparagao aos machos euglossineos.

Dick et al. (2004) analisaram o DNA mitocondrial (mtDNA) de 14 espécies de
euglossineos, representados por populagdes presentes ao longo dos Andes e da
bacia do rio Amazonas, de modo que foi detectada a auséncia de uma estruturacao
filogeografica, mesmo com uma elevada escala espacial, esta auséncia de
estruturacdo € interpretada como uma combinacido da ocorréncia de uma
especiacdo no Quartenario, com a expansao da populagdo e/ou uma ampla

distribuicao por fluxo génico.

Programas envolvendo o manejo de populagdes naturais devem considerar
fatores importantes como: as relagbes entre as populagdes, a distancia geografica e
a diversidade entre populagcées (Kimberling et al. 1996; Solé-Cava, 2001).

Finalmente, os resultados do presente estudo indicam que todos os individuos de E.
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fimbriata constituem uma metapopulacao constituida de subpopulagdes na regiao
estudada. Além disto, pode-se ressaltar a importancia na conservagao dos
remanescentes de floresta de propriedades particulares, visto que estes contribuem

para a sobrevivéncia das populacdes desta e de outras espécies euglossinas.
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4 CONCLUSOES

= Obteve-se sucesso na implantagao da técnica de PCR-RFLP no laboratdrio,

obtendo resultados importantes para a analise do presente trabalho.

= A analise de machos de E. fimbriata utilizando marcadores para mtDNA
corrobora os resultados encontrados com marcadores RAPD, indicando a
ocorréncia de subpopulacbes de E. fimbriata, constituindo uma

metapopulacao desta espécie na regiao estudada.

= Um haldtipo composto (AE) apresenta-se como o0 mais antigo dentre os cinco
encontrados para E. fimbriata; atribui-se este fato as elevadas frequéncias e

ampla distribuicdo de tal haplétipo.

» Aparentemente os tamanhos diferentes dos fragmentos florestais ndo estéo
resultando em niveis de variagdo genética muito distintos para os grupos de

E. fimbriata estudados.

= Deve-se ressaltar ainda a importancia na conservagao dos remanescentes de
floresta de propriedades particulares, visto que estes contribuem para a

manutencao da diversidade genética desta e de outras espécies euglossinas.
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