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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo avaliar a diversidade genética em abelhas (Tetragonisca
angustula e Tetragonisca weyrauchi) utilizando marcador microssatélite e PCR-RFLP,
assim como as caracteristicas da arquitetura dos ninhos, local de nidificacdo e o
desenvolvimento de colbnias. Para avaliar a diversidade genética foram coletadas
abelhas operérias de ninhos localizados em Cacoal, Ji-Parand, Jaru, Ariquemes,
Cacauléandia, Monte Negro, Alto Paraiso e Porto Velho - Ronddnia. Apos isolar o DNA
foram realizados testes com nove primers microssatélites. O sucesso na amplificacdo e
presenca de polimorfismo ocorreu com quatro primers: (T3-32, Mbi33, Mbi254 e Tang
77) foram selecionados para andlise das duas espécies, pois demonstraram qualidade na
amplificacdo dos locos. Para 0 marcador PCR-RFLP, foram realizados testes com dez
pares de primers heter6logos que amplificam diferentes regies do DNA mitocondrial,
porém quatro (primer 1 - ND2 e COI; primer 2 - COI; primer 8 - 16S e 12S e primer 9 -
COIll) foram utilizados no estudo. Para a analise de restricdo das regides amplificadas
foram testadas 13 enzimas: EcoRI, EcoRV, Hindlll, Hinfl, Rsal, Pstl, Xbal, Haelll,
Clal, Xhol, Bglll, Pvull e Scal. Para avaliar o desenvolvimento foram utilizadas
diferentes espessuras e dimensGes em colmeias modelo Fernando Oliveira/INPA,
instaladas no municipio de Alto Paraiso — Rondonia. A partir das analises dos resultados
com o0s quatro primers do marcador microssatélite, os maiores valores de
heterozigosidade observados foram estimados para o loco Tang77 de T. angustula
(0,1333). Os valores de heterozigosidade esperados foram maiores que os de
heterozigosidade observada e os valores positivos de Fs indicaram que ha excesso de
homozigotos. As populagdes analisadas sdo moderadamente diferenciadas de acordo
com o valor estimado de Fsr. A analise de variancia molecular indicou que 9% da

variacdo ocorreram entre as populacdes e 91% dentro das populacbes. A andlise por
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inferéncia bayesiana, utilizando o Método de Monte Carlo via cadeias de Markov
(MCMC), nédo separaram as duas espécies de Tetragonisca analisadas. Os resultados
que utilizaram marcador PCR-RFLP permitiram identificar para o primer 1 — (ND2,
COIl) um fragmento com aproximadamente 2400 pb em T. angustula e em T.
weyrauchi. Com a anélise das endonucleases de restricdo foi verificada a clivagem do
fragmento com a enzima EcoRI e EcoRV. Para regido (COI) primer 2, as duas espécies
amplificaram um fragmento que corresponde a aproximadamente 1850 pb. A clivagem
foi verificada com a enzima EcoRV somente em individuos de T. angustula. Porém, a
clivagem com a enzima Hinfl foi observada nas duas espécies. A amplificacdo da regido
(16S, 12S) primer 8 gerou dois fragmentos (1850 pb e 350 pb), e foi observada a
clivagem nas duas espécies com as enzimas ECORV, Rsal, Pstl. Enquanto que a enzima
Xbal s6 clivou em T. weyrauchi. A amplificacdo da regido (COII) primer 9 apresentou
um fragmento com 1000 pb. A clivagem ocorreu com a enzima Clal e Hinfl para T.
angustula. O valor de identidade genética observado entre as populagdes foi de (0,3636)
e distancia genética igual a 1,0116. A andlise por inferéncia bayesiana estimou o
namero real de populagdes, K= 5. J& nas caracteristicas da arquitetura dos ninhos em T.
angustula foram observados discos com 6 a 11 cm, em T. weyrauchi a média para o
tamanho dos discos foi de 11 cm. A nidificagdo em T. angustula foi registrada em
arvore e solo, enquanto que em T. weyrauchi foram encontrados em forquilha de
arvores. O ninho com o menor peso registrado foi de 50 g (T. angustula), enquanto que
o maior foi de 250 g (T. weyrauchi). Em ninhos de T. weyrauchi foi realizada uma
observacdo ndo registrada na bionomia da espécie. Na parte inferior dos ninhos foi
encontrada uma lixeira, onde estava depositado um grande nimero de abelhas mortas.
Foi registrado um grande nimero de perda de colbnias durante o experimento. As
analises estatisticas realizadas com GLM para T. angustula e T. weyrauchi indicaram
que existem diferencas significativas entre as colmeias. A partir dos resultados
encontrados conclui-se que nas populacGes de abelhas avaliadas os marcadores
microssatélites utilizados ndo foram eficientes em separar as duas espécies estudadas. A
variacdo detectada com as anélises de mtDNA por PCR-RFLP das duas espécies de jatai
mostrou que ha diferengas no mtDNA entre as duas espécies. Essas populagdes estdo
bem diferenciadas, e permite observar que as populagdes tiveram padrdo distintos de
marcadores de mtDNA, e que a arquitetura do ninho difere ndo sé nos respiraculos, mas
também na lixeira que foi registrada para T. weyrauchi. Quanto a nidificacdo, a

frequéncia observada é maior em T. angustula quando comparada a T. weyrauchi. As
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colmeias, modelo Fernando Oliveira/INPA, séo eficientes para produgdo em T.
angustula, mas ndo sdo adequadas para T. weyrauchi.

Palavras-chave: Abelhas, manejo, microssatélite, Amazonia.



ABSTRACT

This study had as objective to evaluate the genetic diversity of bees (Tetragonisca
angustula and Tetragonisca weyrauchi) by means of microsatellite marker and PCR-
RFLP, as well as the architectural features of the nests, the nidification place and the
development of the colonies. In order to evaluate the genetic diversity some worker
bees were collected from nests in Cacoal, Ji-Parana, Jaru, Ariquemes, Cacaulandia,
Monte Negro, Alto Paraiso and Porto Velho — Rondonia state. After isolating DNA,
tests were performed with nine microsatellite primers. The success in the amplification
and in the presence of Polymorphism occurred with four primers: (T3-32, Mbi33,
Mbi254 and Tang 77) two species were selected for analysis because they demonstrate
quality in the amplification of the loci. For PCR-RFLP marker, tests were carried out
with ten pairs of heterologous primers that amplified different regions of the
mitochondrial DNA, though, four primers (primer 1 - ND2 and COI; primer 2 - COI;
primer 8 - 16S and 12S and primer 9 - COII) were used in this study. For restriction
analysis of the amplified regions 13 enzymes were tested: EcoRI, EcoRV, Hindlll,
Hinfl, Rsal, Pstl, Xbal, Haelll, Clal, Xhol, Bglll, Pvull and Scal. In order to evaluate
the development, different thicknesses and dimensions were used in Fernando
Oliveira/INPA model hives, which were set in the town of Alto Paraiso — Ronddnia
state. From the analysis of the four primers of the microsatellite marker results, the
highest heterozygosity values observed were estimated to site Tang77 of T. angustula
(0,1333). The heterozygosity values expected greater than those heterozygosity
observed and the positive values of Fs indicated that there is excess of homozygotes.
The populations analyzed are moderately differentiated according to the estimated value
of Fst. The analysis of molecular variance indicated that 9% of the variation occurred

among populations and 91% within populations. Analysis by Bayesian inference using
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Monte Carlo method by Markov chains (MCMC) did not separate the two kinds of
Tetragonisca analyzed. The results using marker PCR-RFLP allowed to identify the
primer 1 - (ND2, 10C) a fragment of approximately 2400 bp in T. angustula and T.
weyrauchi. With the analysis of restriction endonuclease the fragment cleavage with
EcoRI and EcoRV enzyme was verified. For region (I0C) primer 2 the two species
amplified a fragment corresponding to about 1850 bp. Cleavage was verified with the
EcoRV enzyme only in T. angustula individuals. However the cleavage with enzyme
Hinfl was observed in both species. The amplification of the primer 8 region (16S, 12S)
generated two fragments (1850 bp and 350 bp), and the cleavage was observed in both
species with the enzymes EcoRV, Rsal, Pstl. Whereas enzyme Xbal cleaved in T.
weyrauchi only. The amplification of the primer 9 region (I0C) showed a fragment of
1000 bp. The cleavage occurred with the enzyme Clal and Hinfl to T. angustula. The
genetic identity value observed among populations was (0.3636) and the genetic
distance was equal to 1.0116. The analysis by Bayesian inference estimated the real
number of populations, K = 5. The architectural features of the nests discs with 6-11
cm were observed in T. angustula, in T. weyrauchi the average for the size of the disks
was 11 cm. The nidification in T. angustula was recorded in tree and on the ground,
while in T. weyrauchi they were found in fork trees. The nest with the smallest recorded
weight was 50 g (T. angustula), whereas the highest was 250 g (T. weyrauchi). In T.
weyrauchi nests, an observation not listed on the bionomics of the species was made, at
the bottom of the nests a dumpster was found, where a large number of dead bees were
deposited. A large number of colony loss was recorded during the experiment. The
statistical analyzes conducted with GLM to T. angustula and T. weyrauchi indicated
that there are significant differences between the hives. From the results found, it is
concluded that the populations of evaluated bees the microsatellite markers used were
not efficient in separating the two species. The variation detected with DNA analysis by
PCR-RFLP of the two species of jatai showed that there are differences in mtDNA
between the two species. These populations are well separated allowing us to observe
that they have distinct pattern of mtDNA markers. And that the nest architecture differs
not only in spiracles but also in dump that was recorded for T. weyrauchi. As for
nidification, the frequency observed is higher for T. angustula when compared with T.
weyrauchi. Hive model Fernando Oliveira / INPA are efficient for production for T.
angustula, but are not suitable for T. weyrauchi.

Keywords: bees, management, microsatellite, Amazonia.



| - INTRODUCAO GERAL

As abelhas sem ferrdo estdo distribuidas nas regides de clima tropical e subtropical
(NOGUEIRA-NETO, 1997). No Brasil encontram-se muitas espécies de abelhas que
sdo de grande importancia para a ecologia de diversos ecossistemas, como a floresta
Amazonica e a mata Atlantica, pelo seu grande potencial polinizador. Os meliponineos
sdo responsaveis pela polinizacdo de 40 a 90% dos vegetais que necessitam de
polinizacgdo nestas florestas (KERR et al., 1996).

Em culturas cultivadas as abelhas sdo as principais polinizadoras. A maioria das
frutas, sementes pequenas em muitas culturas vegetais, exige polinizacdo para a
producdo e aumento dos rendimentos econdémicos (ABROL, 2012). Um declinio dessas
espécies ou a polinizacdo inadequada em algumas culturas pode provocar perdas na
producdo de 50% ou mais (KLEIN et al., 2007). A perda de polinizadores em ritmo
acelerado é consequéncia da agricultura contemporanea que pode ser vista de varios
angulos, analisando cada componente da agricultura, tais como o desmatamento para a
expansao agricola, solo, irrigacdo, fertilizantes, pesticidas e praticas agrondmicas com a
sua influéncia sobre o ambiente das plantas e dos polinizadores (ABROL, 2012).

No Estado de Rondbnia, a preocupagdo com o desmatamento e a influéncia sobre as
populactes de abelhas levaram os autores Brown e Albrecht (2001) desenvolver um
estudo (no sudeste da bacia Amazénica) para saber se o desmatamento afeta a
incidéncia de meliponas na floresta Amazonica. Estudando sete espécies de meliponas,
estes autores revelaram que a riqueza e a abundancia dos meliponineos estdo
diretamente relacionadas com a area de cobertura vegetal e inversamente proporcional
ao tamanho da area desmatada.

A diversidade de abelhas sem ferrdo no Estado de Rondbénia € grande, mas o
impacto da agricultura e do desmatamento sobre as abelhas sem ferrdo no Estado afeta a



quantidade, diversidade e composicdo de abelhas (BROWN; OLIVEIRA, 2014).
Algumas espécies podem sobreviver em ambientes perturbados, como exemplo a
Tetragonisca angustula (FIERRO, 2012).

1.1 Abelhas nativas sem ferrao

As abelhas (ordem Hymenoptera) formam um grupo bastante diverso, com cerca de
17.500 espécies agrupadas em géneros e subgéneros, estimando-se, porém, que existam
mais de 20 mil espécies espalhadas por todas as regibes do mundo onde existem
angiospermas (MICHENER, 2007). A maioria das abelhas (cerca de 95%) ndo tem
habito social. No entanto, as abelhas sociais sdo as mais conhecidas, por serem
exploradas para obtencdo especialmente do mel estocado em suas colmeias e da
polinizagcdo (NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2006).

As abelhas sem ferrdo ou abelhas nativas provém evolutivamente de um grupo de
vespas que deixaram de transmitir caracteres genéticos para a formacao do ferrdo a seus
descendentes (ALONSO, 1998). Entre as espécies de abelhas é observada uma grande
variacdo quanto ao tamanho, a coloragdo e aos habitos. Dependendo de cada espécie, 0s
ninhos contém de 500 a 80.000 individuos (CARVALHO et al., 2003).

As abelhas nativas constituem um grupo de abelhas muito importante, que povoam
as regides tropicais e subtropicais, compreendendo um grupo de aproximadamente 400
espécies (CHIARI et al., 2002). Cortopassi-Laurino et al. (2006) afirmaram que mais de
600 espécies em 56 géneros vivem em areas tropicais e subtropicais do mundo; sendo
que existem 400 espécies conhecidas na regido neotropical, e ha uma estimativa de que
existam mais de 100 para serem descritas.

As colbnias de meliponineos sdo constituidas por rainha, machos e operarias. O
grupo meliponini é caracterizado por ndo construir células reais. Todas as rainhas, as
operarias e 0s machos nascem e se desenvolvem até o estagio adulto, dentro de células
de cria de igual tamanho. Além disso, a entrada dos ninhos esta quase sempre, em todas
as espécies, no centro de uma estrutura de terra, ou de geopropolis (argila e resinas
vegetais), crateriforme e raiada. Enquanto que quase todas as abelhas do grupo
Trigonini constrdem ceélulas reais, as quais s&0 muito maiores que as de operarias ou
machos e se destinam a criar rainhas (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Em coldnias dos meliponineos na época de boa florada, a rainha pode realizar uma

postura de até 50 ovos por dia. As operarias podem chegar ao nimero de 5.000 abelhas



em uma colonia forte e realizam todo o trabalho interno e externo (NOGUEIRA-NETO,
1997). A principal funcdo dos machos é de fecundar a rainha na época de procriagéo;
em muitas espécies 0s machos produzem cera e trabalham com ela e em outras espécies
também podem desidratar o néctar (KERR et al., 1996).

Nos meliponineos, a reproducédo e fundagdo de uma nova coldnia perene séo feitas
por um conjunto de abelhas (rainha e operérias). Esse processo ocorre por meio de
enxameagem progressiva, com longo periodo de contato entre coldnia mée e filha, ao
contrario da ruptura abrupta observada em Apis mellifera (NOGUEIRA-NETO, 1997).

As operérias nascidas na colénia mée passam varios dias abastecendo o0 novo ninho
com materiais de construcdo (cerume) e alimento (NOGUEIRA-NETO, 1997). Esta
caracteristica pode limitar a formacdo de novas col6nias aos sitios de nidificacdo mais
distantes do ninho materno (BATISTA et al., 2003).

Quando uma populagdo € iniciada por poucos individuos, a sua variabilidade
dependeré da amostra de alelos trazida por estes fundadores. Este efeito fundador e o
efeito de estrangulamento demografico tém a mesma consequéncia: a reducdo da
variabilidade genética e a formacdo de desequilibrio de ligagdo. O nimero minimo de
individuos que se reproduziram durante o periodo de estrangulamento demogréfico
define a probabilidade de perda de alelos por deriva genética, e os alelos perdidos s6
podem ser recuperados por mutacdo ou, a partir de outras populagdes, por imigracao
(ROBINSON, 1998).

A determinacdo do sexo nas abelhas ocorre em duas fases: a primeira fase, poucas
horas ap6s a postura, em que 0s ovarios ou o0s testiculos sdo determinados, e a segunda
fase, ao final da fase de pré-pupa, que determina o fenédtipo sexual de todos os discos
imaginais (KERR, 1997). Os alelos xo séo os primeiros genes determinadores do sexo a
entrar em acdo. Quando esses alelos ocorrem em hemizigose, determinam o
desenvolvimento dos testiculos, resultando em machos férteis e, em heterozigose,
determinam o desenvolvimento dos ovarios nas fémeas. A ocorréncia de alelos xo em
homozigose determina a formacdo de machos diploides que sdo estéreis (KERR;
VENCOVSKY, 1982).

Quando héa producéo de machos diploides numa coldnia de meliponineo, a rainha é
eliminada pelas operérias e a colnia tende a morrer por falta de operarias e de rainha
(KERR, 1997). Esta caracteristica é resultante de cruzamentos consanguineos e ocorre
com frequéncia nas pequenas reservas de matas primarias que sdo conservadas, € nos

meliponarios com poucas colonias (KERR et al., 1996).



O fato de possuir ferrdo atrofiado contribuiu para que os meliponineos
desenvolvessem outras formas de defesa para o ninho quando sdo ameacgados. Por
exemplo, a entrada de seus ninhos é guardada por abelhas que atacam os inimigos que
tentam invadi-los, especialmente, formigas e abelhas de outras colonias (KERR et al.,
1996).

Nogueira-Neto (1997) relatou que os meliponineos sdo capazes de defender suas
colbnias quando sdo atacados por outros insetos fechando a entrada do ninho. As
abelhas sem ferrdo, mesmo possuindo ferrdo atrofiado, atacam os invasores com as
mandibulas, enrolando-se nos pelos, envolvendo-os com geoprépolis ou entrando em
orificios dos inimigos de maior porte.

A principal limitacdo para a utilizacdo comercial desses polinizadores ¢é a
dificuldade de producdo de colbnias em larga escala, o que € prejudicado pelo pouco
conhecimento sobre a biologia reprodutiva dessas abelhas, pelas baixas taxas de
reproducdo natural dos ninhos e restricbes apresentadas pelas técnicas de manejo
disponiveis (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006). Porém, colmeias modelo INPA
foram testadas e mostraram-se 100% eficiente para 0 aumento rapido do numero de
col6nias em meliponarios (CARVALHO et al., 2003).

Hartfelder et al. (2006) concluiram que a compreensdo de como as col6nias
regulam a alimentacdo larval nas abelhas sem ferrdo é de extrema importancia, pois
contribui para o entendimento dos processos bioldgicos e evolutivos envolvidos na
producdo de rainhas, reproducdo das coldnias e determinacgéo de castas.

Atualmente, a criacdo de abelhas sem ferrdo também é utilizada como instrumento
de conscientizacdo como a educacdo ambiental. Essas abelhas representam um 6timo
material didatico, principalmente quando criadas em caixas racionais e organizadas em
um meliponario (SA; PRATO, 2007).

1.2 Aspectos gerais de abelhas Tetragonisca angustula

As abelhas indigenas, especialmente a Tetragonisca, popularmente conhecidas
como jatai, séo criadas em praticamente todo territorio nacional, principalmente, pela
auséncia de defenssividade, o que facilita seu manejo, bem como pelo fato de
produzirem um mel bastante apreciado e valorizado. As abelhas sem ferrdo sdo as de

habito mais limpo, pois ndo pousam em esterco de animais, ndo coletam suor animal



para a construgdo de ninhos ou misturar ao mel ou pdlen. Além disso, 0 mel ndo
necessita ser pasteurizado como o de outras espécies (NOGUEIRA-NETO, 1997).

O extrativismo de mel, cerume e resinas dessas abelhas é amplamente disseminado,
principalmente, no norte e nordeste do Brasil (MENEZES-PEDRO; CAMARGO,
2000). Possuem caracteristicas marcantes como o ferrdo atrofiado e o comportamento
altamente eussocial (SILVEIRA et al., 2002).

A biologia, o comportamento, os aspectos morfoldgicos e os bioquimicos de T.
angustula tém sido estudados desde o inicio do século XX (OLIVEIRA et al., 2004). Os
estudos com a abelha T. angustula se tornam importantes por existirem aspectos dessa
abelha que interessam ndo somente a ciéncia, mas a economia e a sociedade em geral.

Ecologicamente, esses polinizadores sdo considerados essenciais para a
biodiversidade global (GIANNINI et al., 2012). Contudo, essa interacdo inseto-planta
tem sido perturbada pela degradacdo e desmatamento das florestas, uso indiscriminado
de defensivos agricolas, queimada e mesmo pela acdo de meleiros (LAUTENBACH et
al., 2012).

A T. angustula tem facilidade em ocupar lugares variados para nidificacdo, tal fato
influencia positivamente o sucesso evolutivo da espécie, mesmo com o0s grandes
desmatamentos e as queimadas constantes nas florestas naturais do Brasil
(CASTANHEIRA; CONTEL, 1995). A espécie é generalista com relacdo a nidificacdo,
sendo encontrados ninhos em diversos lugares, como paredes de casas, tijolos e canos
(SIQUEIRA et al., 2007). Ao contrario de algumas espécies de meliponini que estdo
associadas as areas de floresta e ndo nidificam em &reas desmatadas (RAMALHO;
BATISTA, 2005).

Quatro espécies compdem o género Tetragonisca; Tetragonisca angustula
(Latreille, 1811), Tetragonisca fiebrigi (Schwarz, 1938), Tetragonisca weyrauchi
(Schwarz, 1943) e Tetragonisca buchwaldi (Friese, 1925). Trés espécies sao
encontradas no Brasil, tais como a T. angustula, a T. fiebrigi, a T. weyrauchi. A T.
weyrauchi € a espécie que tem a distribuicdo mais restrita e é encontrada nos Estados do
Mato Grosso, Rondonia e Acre. A T. fiebrigi tem distribuicdo nos Estados de Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Paran, Rio Grande do Sul e S&o Paulo, enquanto a T.
angustula tem distribuicdo em todo pais (MOURE, 2007).

A T. angustula é a Unica espécie que possui dois tipos de operarias guardas que
realizam a defesa do ninho. Essa defesa é realizada por guardas que ficam pairando

perto da entrada do ninho e o outro grupo sobre o tubo de entrada de cera. Ambos 0s



tipos de guardas sédo 30% mais pesadas que as forrageiras, apresentam corpo, cabeca e
as primeiras pernas sdo maiores. Além disso, as operarias que removem o lixo do ninho
sdo de tamanho intermediario, sugerindo que elas podem representar outra casta ndo
reconhecida. Guardas ou soldados séo criados em nimeros baixos, mas suficientes para
realizar esta tarefa (GRUTER et al., 2012).

A arquitetura e a organizagdo do ninho sdo marcantes. Segundo Freitas e Soares
(2004), a entrada € caracterizada por um tubo de cerume marrom-amarelado com a
extremidade apresentando bordas mais estreitas de uma cera mais clara (Figura 1 — A).

O ninho € constituido por favos horizontais envoltos por um involucro de cerume
(Figura 1 — B) disposto de propolis dentro da colnia que, juntamente com a cera, s&o
utilizados para fechar buracos e construir as paredes do ninho (KERR et al., 1996). Na
natureza, as colonias se reproduzem a uma taxa de uma vez a cada dois anos (SLAA,
2006).

Figural— A) Entrada do ninho de T. angustula; B) favos de cria, cerume formando o
involucro e a célula real. (Fotos: Ludimilla Ronqui)

A coldnia de T. angustula pode chegar a conter 10.000 individuos (GRUTER et al.,
2011). E constituida por uma rainha (Figura 2 - A), que realiza postura de até 50 ovos
por dia em época de boa florada; por machos, cuja funcdo € fecundar uma rainha
virgem; e por operarias, que realizam todo o trabalho da col6nia (NOGUEIRA-NETO,
1997).

Os potes de alimento, geralmente, sdo construidos de cerume e podem apresentar
tamanhos variados conforme a espécie. Polen e mel sdo armazenados separadamente.
Portanto, em uma coldnia de abelhas sem ferrdo podem-se encontrar dois tipos de potes
de alimento: os de pdlen e os de mel (Figura 2 — B e C). O polen encontrado nos potes



possui também secrecdo enzimética das abelhas, sendo conhecido como sabura
(NOGUEIRA-NETO, 1997).

Figura2 — A) Rainha de T. angustula; B) potes com sabura; C) potes com mel. (Fotos:
Ludimilla Ronqui)

A abelha T. angustula também conhecida como abelha jatai produz mel de sabor
muito apreciado, chegando a ser oito vezes mais valorizado do que o mel de Apis
mellifera. O mel de abelha sem ferrdo também é amplamente utilizado na medicina
popular (NOGUEIRA-NETO, 1997; FREITAS; SOARES, 2004).

A coloracdo, aroma e sabor do mel variam de acordo com a sua origem floral,
podendo ser quase incolor (oriundo de flores como o assa-peixe), ambar (flores de
laranjeiras), escuro (eucalipto, silvestre) e pardo escuro (trigo sarraceno). Com a idade e
conforme a temperatura de estocagem do mel observa-se escurecimento. O
superaquecimento e contaminacdo com metais também podem escurecer o mel. De
maneira geral, 0 mel escuro tem mais sais minerais do que o mel claro. O mel mais
escuro pode ter de quatro a seis vezes mais sais minerais que os claros, com destaque
para 0 manganés, potassio, sodio e ferro (NOGUEIRA-COUTO; COUTO, 2006).



Além do mel e do polen, a prépolis é um produto formado pela mistura de resinas
vegetais colhidas de secre¢des de arvores, troncos, brotos e flores (SILVA et al., 2006).
Sdo, geralmente, coletadas para fazer a protecdo da colbnia contra inimigos naturais
como: formigas, moscas, forideos e aranhas (NOGUEIRA-NETO, 1997).

A resina também é utilizada para evitar a entrada de luminosidade e passagem de
vento, pois estes fatores afetam diretamente a movimentacéo das abelhas dentro e fora
da colbnia. A propolis € muito utilizada pelas abelhas por possuir algumas propriedades
antimicrobianas, que impedem a proliferacdo de micro-organismos indesejaveis dentro
da colonia (SILVA et al., 2006).

1.3 Aspectos gerais de abelhas Tetragonisca weyrauchi

A T. weyrauchi possui nidificacdo diferente das outras espécies do mesmo género.
O ninho ¢é aéreo, localizado principalmente em forquilhas inclinadas de arvores (Figura
3 —A). Os ninhos aéreos de abelhas tém uma exposi¢do maior as variacdes climaticas e
devem estar relacionados com uma ativacdo da capacidade de termorregulacdo, os quais
sdo favorecidos por uma ou Vérias estruturas fisicas que resultam em regides frias, (na
capacidade de reter energia térmica) e em regides quentes (na capacidade de dispersa-
la). Estruturas relacionadas com ventilacdo como batume perfurado ja foram
constatadas em ninhos de varias espécies de meliponineos (CORTOPASSI-LAURINO;
NOGUEIRA-NETO, 2003).

Essa espécie de abelha, com 4 milimetros de comprimento, de porte esguio e cor
amarelada, constroi o tubo de entrada na parte inferior do ninho (Figura 3 — A). O tubo,
de cera apresenta pequenos orificios na parede (CORTOPASSI-LAURINO;
NOGUEIRA-NETO, 2003).

O tubo da entrada e fechado depois das 18h e, pela manha (Figura 3 — B), a abertura
ocorre entre as 05h25min. — 06h05min., essa observagdo quando a temperatura foi
realizada durante o periodo de novembro de 1999 a novembro de 2010 na cidade de
Xapuri no Estado do Acre, quando a temperatura no periodo do estudo oscilou entre 21-
23°C e a 93-91% de umidade relativa. Os ninhos de T. weyrauchi se adaptam bem em
colmeias, tipo Paulo Nogueira-Neto. Essas abelhas sdo defensivas quando manuseadas.
Estima-se que seus ninhos tenham uma populacdo entre 2.000-3.000 individuos
(CORTOPASSI-LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003).



Os ninhos de T. weyrauchi sdo cilindroides e verticais, com cerca de 60 cm de
circunferéncia na parte mais larga e 35 cm de altura. A cobertura é de uma pelicula fina
e maleavel com diferentes consisténcias (Figura 3 — C, D). A maioria dos ninhos
apresenta, na parte superior, um prolongamento com varias protuberancias e aberturas,
ou sO aberturas com didmetros milimétricos varidveis ao longo do dia, denominado de
respirdculo (CORTOPASSI-LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003).

3 - L 4
Figura 3 — A) Ninho € aéreo localizado em forquilhas de arvore, a seta indica o tubo de
entrada; B) tubo de entrada; C) cobertura de uma pelicula fina e maleavel
com diferentes consisténcias; D) A seta indica cobertura nova com
colorag@o mais clara. (Fotos: Ludimilla Ronqui).

As médias das temperaturas internas de um ninho habitado e outro vazio
apresentaram diferencas. No ninho habitado, a média de temperatura registrada foi de
28,6°C, enquanto que o ndo habitado foi de 27,9°C. As temperaturas acompanharam as
flutuacbes ambientais, com alto valor de correlagdo r = 0,98 (CORTOPASSI-
LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003).

As colbnias de T. weyrauchi possuem grande quantidade de lamelas de cerume ao
redor dos discos de cria horizontais. Os potes ovoides de alimento medem cerca de 1-2

cm de altura (Figura 4 — A e B), e porcentagem de agua no mel ao redor de 27,6%. As
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coletas de néctar ocorrem predominantemente em Myrtacea, o que faz com que seja
atribuida grande semelhanca fisica e comportamental entre T. weyrauchi e T. angustula
(CORTOPASSI-LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003).

Quanto ao mel, amostras analisadas por Cortopassi-Laurino e Nogueira-Neto
(2003) apresentaram 27,6% de &gua. Encontraram-se 11 diferentes tipos de pdlen (n =
453), sendo predominante o de Myrtaceae (85,2%), seguidos por Asteraceae (5,07%).

Outros grdos de polen foram identificados pertencentes as familias Sapindaceae,

Melastomataceae, Moraceae, Boraginaceae e Bombacaceae.

Figura4 — A) Discos (12) pode ser observado a diferenca de coloracdo; B) Potes de
alimentos com mel e polen. (Fotos: Ludimilla Ronqui).

As similaridades fisicas, estruturais e comportamentais sdo encontradas nessas duas
espécies de abelhas do género Tetragonisca. O habito de nidificacdo aéreo sugere que
este poderia ter sido o fator que restringiu uma distribuicdo geografica de T. weyrauchi
(CORTOPASSI-LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003).

1.4 Marcadores moleculares e Tetragonisca

Os marcadores sdo locos génicos que apresentam variabilidade e podem ser
utilizados para detectar diferengas entre dois ou mais individuos e entre duas ou mais
populacBes. Eles apresentam altos niveis de polimorfismo e, na maioria das vezes, séo
codominantes, contendo maior quantidade de informacdo genética por loco
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os marcadores moleculares apresentam varias vantagens sobre os marcadores
fenotipicos que estdo disponiveis. Eles ndo sdo afetados pelo ambiente, podem ser
detectados em todos os estagios do desenvolvimento, sdo ubiquos e cobrem todo o
genoma (NAGARAJU, 2000).
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Os marcadores genéticos sdo ferramentas indispensaveis, pois é impossivel a
identificacdo de espécies com base em caracteristicas morfoldgicas e citogenéticas. Os
marcadores genéticos sao indicados para separar populacdes proximas geograficamente
(MARQUES, 2002).

Os primeiros a serem desenvolvidos foram 0s marcadores embasados em variantes
alélicos de isoenzimas, o que permitiu a ampliacdo do uso de marcadores de pelo menos
uma ordem de magnitude em relacdo aos marcadores morfologicos (FERREIRA;
GRATTAPAGLIA, 1998). O termo isoenzima define um grupo de maultiplas formas
moleculares da mesma enzima que ocorre em uma espécie, como resultado da presenca
de mais de um gene codificando cada uma das enzimas (MOSS, 1992).

Vaérios estudos com marcadores bioguimicos foram realizados em T. angustula.
Estes estudos envolveram sistemas proteicos como enzima malica, esterases,
fosfoglicomutase, glicerol-3-fosfato desidrogenase, isocitrato desidrogenase, malato
desidrogenase, hexoquinase, peptidases, proteinas totais e superdxido desmutase
(FALCAO; CONTEL, 1990, 1991; MACHADO; CONTEL, 1991; CASTANHEIRA;
CONTEL, 1995, 2005).

Estudo comparando a expressdo das esterases em T. angustula e T. fiebrighi foi
realizado por Stuchi et al. (2012), que verificaram que o nimero de regiGes com
atividade esterasica variou de acordo com a espécie; em extratos de T. fiebrigi foram
observadas trés esterases as quais foram denominadas de EST-1 (mais anddica), EST-2
(intermediaria) e EST-4 (menos anddica), enquanto que em extratos de T. angustula
foram observadas duas regifes de atividade esterasica: EST-3 (mais anddica) e EST-4
(menos anddica).

A caracterizacdo bioquimica das esterases por Stuchi et al. (2012) mostrou que
apenas a EST-4 é comum as duas espécies. As EST-1 (T. fiebrigi) e EST-3 (T.
angustula) provavelmente se diferenciaram por mutacgdes ao longo da evolugéo das duas
especies, e a EST-2 (T. fiebrigi) pode ter originado por duplicacdo e mutacOes
posteriores.

Muitas técnicas tém sido empregadas para revelar o amplo polimorfismo do
genoma (NAGARAJU, 2000). As principais sdo: RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism), RAPD (Random Amplification of Polymorphic DNA), SSR (Simple
Sequence Repeats, microssatélites) e ISSR-PCR (Inter Simple Sequence Repeats,
utilizando PCR).


http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/poly.html
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Os métodos tém sido aplicados com o intuito de se caracterizar o genoma e até
mesmo encontrar variabilidade genética entre populacBes ou espécies. Dentre 0s
métodos de andlise, destacam-seaquelas com enzimas de restricdo (RFLP-“Restriction
Fragment Length Polymorphism”), construcdo de mapa de restricdo para todo o
genoma, amplificagcdo via PCR seguido de clivagem com endonucleases, clonagem e
sequenciamento (ARIAS et al., 2003).

Em RFLP, a amostra de DNA ¢é digerida em fragmentos por enzimas de restricéo e,
consequentemente, fragmentos de restricdo sdo separados de acordo com seus tamanhos
em eletroforese em gel, no qual é verificado se ocorre polimorfismo entre as amostras.
Esse marcador €, em geral, codominante e permite a identificacdo de alelos maternais e
paternais em individuos heterozigotos (SOUSA et al., 2003).

Utilizando a técnica de PCR-RFLP com o objetivo de obter marcadores genéticos
para diferenciar as espécies de T. angustula e T. fiebrigi, Santos et al. (2015) testaram
dez pares de primers heterélogos e a analise de restricdo das regides amplificadas foram
testadas 13 enzimas. Os autores afirmaram que a andlise de variancia molecular mostra
que 83% da variacdo ocorrem entre as populacdes analisadas e permitiram verificar que
ha hibridacdo entre as duas espécies de Tetragonisca.

A utilizacdo do mtDNA em estudos populacionais e evolutivos é realizado pelo fato
deste DNA possuir alta taxa de substituicdes de base, apresentar alteracdes no tamanho
total da molécula por insercGes e delecbes, principalmente na regido rica em A+T
(ARIAS et al., 2003). Foi observado também que translocacbes de genes codificadores
de tRNA parecem ser mais frequentes do que se imaginava, acarretando em alteragoes
na ordem génica entre organismos filogeneticamente relacionados (ARIAS et al., 2003).

Marcadores moleculares baseados em microssatélites, que sdo distribuidos na
maioria dos genomas eucarioticos, constituem uma das classes mais polimérficas de
marcadores moleculares disponiveis hoje; esses oferecem vantagens sobre os demais
marcadores por ser codominante e facilmente reproduziveis (BOREM; CAIXETA,
2006). Os marcadores codominantes sdo mais indicados para estudos populacionais,
pois, nesses casos, oferecem maior precisdo e vantagens técnicas do que os marcadores
dominantes (ARIAS et al., 2006).

A importancia de marcadores microssatélites de abelhas sem ferrdo para estudos de
evolucéo foi discutida por Arias et al. (2006). Outros estudos tém descrito a importancia
desses marcadores para o entendimento da sistematica e evolucao de abelhas sem ferrdo
(COSTA et al., 2005; MORETTO; ARIAS, 2005).


http://en.wikipedia.org/wiki/Restriction_enzymes
http://en.wikipedia.org/wiki/Gel_electrophoresis
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Apesar de extremamente eficientes, o uso de marcadores microssatélites em estudos
de genética populacional depende de uma etapa prévia, que consiste na caracterizacéo e
descricdo destes locos no organismo que se deseja estudar. Devido ao alto custo e tempo
para o desenvolvimento de primers espécie-especificos para locos microssatélites,
muitos estudos vém utilizando cada vez mais primers descritos para uma determinada
espécie em outras espécies relacionadas que ainda ndo possuem sequéncias
microssatélites descritas e validadas (OLIVEIRA et al., 2006).

Essa transferéncia de primers microssatélite entre espécies relacionadas é uma
vantagem para a utilizacdo desse marcador - esse processo € denominado de
transferabilidade ou amplificacdo cruzada. Isso permite que outra espécie seja avaliada
com marcadores potentes, sem a necessidade de gastos com o desenvolvimento de
primers. Os primers que se comportam desta forma sdo denominados heterélogos
(HOSHINO et al., 2002).

A transferabilidade de locos microssatélites pode ser extremamente alta quando
realizada em espécies ou géneros taxonomicamente relacionados. Dependendo de sua
localizagdo (se o0 loco esta ou nao presente em uma regido codante do genoma) esta taxa
pode ser ainda maior (OLIVEIRA et al., 2006).

Primers microssatelites especificos para T. angustula foram projetados e testados
21 pares de primers microssatélites usando duas sondas de oligonucleotideos simples.
Quinze dos 21 loci mostraram-se polimdrficos, os primers foram também utilizados
com sucesso para amplificar locos microssatélites de outras espécies de abelhas sem
ferrdo, tais como Tetragonisca fiebrigi, Tetragonisca weyrauchi, Lestrimelitta
Maracaia e Schwarziana quadripunctata (BRITO, et al., 2009).

Em meliponideos, sdo poucos os trabalhos realizados empregando o0 mtDNA como
marcador molecular para estudos populacionais, evolutivos e em estudos de
caracterizacdo desse genoma (ARIAS et al., 2003; ARIAS et al., 2006; KOLING;
MORETO, 2010; FRANCISCO et al., 2014).

A caracterizacdo da diversidade genética de populagbes é essencial para o
conhecimento da biodiversidade de um determinado ecossistema. O entendimento da
estrutura genética dessas populages pode auxiliar na preservacao desses individuos e

também contribuir para um manejo adequado.
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Il - OBJETIVOS GERAIS

- Avaliar a diversidade genética em populacdes de abelhas sem ferrdo

(Tetragonisca angustula e Tetragonisca weyrauchi) utilizando marcador microssatélite.

- Avaliar a diversidade genética em populacbes de abelhas sem ferrdo

(Tetragonisca angustula e Tetragonisca weyrauchi) utilizando marcador PCR-RFLP.
- Determinar os haplotipos mitocondriais.

- Descrever arquitetura do ninho e nidificagdo em Tetragonisca angustula e

Tetragonisca weyrauchi.

- Auvaliar o desenvolvimento e temperatura das colbnias utilizando diferentes

dimensGes e espessuras em colmeias, modelo Fernando Oliveira/INPA.



11 — Variabilidade genética de Tetragonisca angustula e Tetragonisca weyrauchi
(Hymenoptera, Apidae) do Estado de Rondonia

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética de T. angustula e T.
weyrauchi por meio dos marcadores de microssatélites. Foram coletadas abelhas
operarias de coldnias localizadas em Cacoal, Ji-Parana, Jaru, Ariqguemes, Cacaulandia,
Monte Negro, Alto Paraiso e Porto Velho no Estado de Rondonia. Apos o isolamento
do DNA foram realizados testes com nove primers microssatélites. O sucesso na
amplificagéo e presenca de polimorfismo com quatro primers: (T3-32, Mbi33, Mbi254
e Tang 77) foram selecionados para andlise das duas espécies, pois demonstraram
qualidade na amplificagdo dos locos. Os maiores valores de heterozigosidade
observados foram estimados para o loco Tang77 de T. angustula (0,1333). Os valores
de heterozigosidade esperada maiores que os de heterozigosidade observada e os
valores positivos de Fs indicaram que ha excesso de homozigotos. As populagdes
analisadas estdo moderadamente diferenciadas, o valor estimado de Fsr foi de 0,0717. A
analise de variancia molecular indicou que 9% da variacdo ocorrem entre as populacdes
e 91% dentro das populacfes. Anélise por inferéncia bayesiana utilizando o método de
Monte Carlo via cadeias de Markov ndo separaram as duas espécies de Tetragonisca
analisadas. Os marcadores microssatélites utilizados ndo foram eficientes em separar as
duas espécies estudadas.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo, Amazonia, genética de populacdes, jatai.

ABSTRACT

This work aimed at evaluating the genetic diversity of T. angustula and T. weyrauchi by
means of microsatellite marker. Some worker bees were collected from nests in Cacoal,
Ji-Parand, Jaru, Ariguemes, Cacaulandia, Monte Negro, Alto Paraiso and Porto Velho —
in Ronddnia State. After isolating DNA, tests were performed with nine microsatellite
primers. The success in the amplification and in the presence of Polymorphism occurred
with four primers: (T3-32, Mbi33, Mbi254 and Tang 77) two species were selected for
analysis because they demonstrate quality in the amplification of the loci. The
heterozygosity values expected greater than those heterozygosity observed and the
positive values of Fs indicated that there is excess of homozygotes. The populations
analyzed are moderately differentiated, the estimated value of Fsr was 0,0717. The
analysis of molecular variance indicated that 9% of the variation occurred among
populations and 91% within populations. Analysis by Bayesian inference using Monte
Carlo method by Markov chains (MCMC) did not separate the two kinds of
Tetragonisca analyzed. The microsatellite markers used were not efficient in separating
the two studied species.

Keywords: stingless bees, Amazonia, Population Genetics, Jatai.
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INTRODUCAO

A tribo meliponini é formada por 56 géneros, 33 séo exclusivamente neotropicais,
com 397 espécies descritas (CAMARGO; PEDRO, 2013). O género Tetragonisca €
composto por quatro especies: T. angustula, T. fiebrigi, T. buchwaldi e T. weyrauchi. A
espécie T. buchwaldi ndo tem distribuicdo no Brasil, e a T. weyrauchi tem a distribuicéo
mais restrita, encontrada somente na regido Norte, nos Estados do Mato Grasso,
Rond6nia e Acre (MOURE, 2007).

O Estado de Ronddnia apresenta um grande numero de espécies de abelhas sem
ferrdo. Em estudo realizado por Brown e Oliveira (2014), foram descritas 110 espécies,
e registradas dez novas espécies. Os autores afirmam que o impacto agricola e o
desmatamento sobre as abelhas em Rond6nia afetaram a quantidade, diversidade e
composicdo de abelhas sem ferrdo. O desmatamento pode ter consequéncias graves para
a polinizacdo e reproducdo de plantas nativas e cultivadas (KERR et al., 2001).

Apesar do reconhecido e importante papel ecoldgico dos meliponini, pouco se sabe
sobre a variabilidade genética populacional de suas espécies. Os parametros genéticos
sdo de extrema importancia, pois podem ser utilizados para inferir processos que
moldam ou moldaram as populagfes, possibilitando tracar estratégias de conservacao
para espécies (COUCEIRO et al., 2011; MOUTOU et al., 2011).

Diversos trabalhos estdo sendo realizados utilizando espécies do género
Tetragonisca, especialmente com T. angustula e T. fiebrigi, porém grande parte dessas
avaliacbes envolve a identificacdo genética das espécies, principalmente pelas
divergéncias taxondmicas (BAITALA et al., 2006; BARTH et al., 2011; STUCHI et al.,
2012; FRANCISCO et al., 2014; SANTOS et al., 2015).

Os microssatélites sdo marcadores moleculares, que permitem acessar ampla gama
de diferenciacGes e abordar os processos ecologicos e evolutivos, sendo adequados para
estudos populacionais (ARIAS et al., 2006). A caracterizacdo por microssatélites
permite identificar a presenca de alelos polimorficos em uma populacéo e é uma medida
muito atil de sua diversidade genética (FRANKHAM et al., 2008).

Pela diversidade de abelhas apresentada no Estado de Rond6nia e sabendo que o
desmatamento de florestas e manejo inadequado pode contribuir para a diminuigédo das
populacdes de abelhas sem ferrdo, € importante a conservacéo e manejo das populagdes.
Assim, esse estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética de T. angustula e

T. weyrauchi por meio de marcadores de microssatélites.
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MATERIAL E METODOS
Coleta das abelhas

Abelhas operarias adultas de T. angustula (Latreire, 1811) e T. weyrauchi
(Schwarz, 1943) foram coletadas de 32 colbnias, destas, 22 coldnias de T. angustula
foram provenientes das seguintes localidades do Estado de Rondodnia: Porto Velho,
Cacoal, Ji-Parand, Jaru, Cacauléndia, Alto Paraiso, Ariquemes e Monte Negro (Figura
1). Enquanto que as dez colonias de T. weyrauchi foram coletadas na regido do
municipio de Alto Paraiso. As coletas foram realizadas de acordo com a autorizacao
namero: 29423-2 do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade —
ICMBIo por meio do Sistema de Autorizacgéo e Informacdo em Biodiversidade — Sishio.
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Figura 1 — ldentificacdo dos locais de coleta de T. angustula e T. weyrauchi no Estado
de Rondonia.

Isolamento do DNA nuclear

O método usado para extracdo do DNA total foi com base no método modificado de
Yu et al. (1993). O térax foi homogeneizado individualmente em tubos de 1,5 mL,
contendo 300 mL do tampéo de extragdo [200 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5% SDS, 250 mM
NaCl, 50 mM EDTA e 100 mg/mL Proteinase K]. Apos 01 h de incubagdo a 65°C, o
material foi centrifugado durante 10 min. (10.000 xg) e o sobrenadante transferido para um
novo tubo, adicionando-se igual volume de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), seguido

por centrifugacdo a 10.000 xg por 10 min. e transferéncia do sobrenadante para um novo
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tubo, sendo que este procedimento foi realizado duas vezes. Apds homogeneizagdo e
centrifugagéo para separagdo das fases, a fase superior foi transferida para um novo tubo. O
DNA precipitado por meio da adi¢do de 250 pL de isopropanol gelado e incubado a -20°C
overnight. O DNA precipitado foi separado por centrifugacdo a 10.000 xg por 10 min. Apos
descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 1,0 mL de etanol 70% gelado e
deixado secar na temperatura ambiente. Depois de seco, 0 DNA foi ressuspendido por 02 h
em 30 uL de tampédo TE (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), ImM EDTA), tratado com RNAse (10
pug/mL) e mantido por mais 02 h em temperatura ambiente e armazenado a -20°C. A
quantificacdo do DNA foi avaliada por meio das analises em Picodrope mikroliteres UV

spektrofotométer - Zenon Bio com faixa de comprimento de onda de 230-850 nm.

Amplificacdo dos locos microssatélites

Foram utilizadas cinco abelhas operarias de cada coldnia, para a amplificacdo de DNA
empregando nove pares de primers microssatélites, dois especificos para Scaptotrigona
postica (PAXTON et al., 1999), cinco foram desenvolvidos para Melipona bicolor
(PETERS et al., 1998), dois para Tetragonisca (BRITO et al., 2009) (Tabela 1).

Tabelal - Tamanho do fragmento (TF), nimero de repeticbes dos primers na
amplificacdo de DNA de T. angustula e T. weyrauchi

Loco Primer TF Numero de repeticbes
& - 3)
T7-5 GAGAGAGTCGGAGAAGAGGGC 104 (CT)21
TGGCGGAACCACTGGTCG
T3-32 GCGGGAGGGAAAGTCCTCTCG 125 (CT20
CGTCTTCGTCAGGCGTGC
Mbi33  ATCACCTAACTTGGCATCCC 140 (AGG)(AGA)5(GGA)2
GATCAAGGGCCAAGAGGA GAA(GGA)2
Mbi 215 AGAGACGAAAAGTGGCGG 92 CTT(CTC)2CTTCTCTGCT
GATAGCGGCGGAGAGATT TCC(TCT)9CCTTCG(TCT)2
Mbi 254 CAATCGTTGGAAGGAACGG 213 (AAG)11
ACCTATACCCAAGTCCAT
Mbi 259 CGCGTTAACATTTCGCTA 183 (TTC)6

CTGTTCGACTGTTCTCACTCT
Mbi 278 GTTTAATCGCCCAAAGAGGC 113 TTC(TCC)2TCTTC

GTTGCGAGAACTCTGACGAT (TCT)2(TCC)3
Tang77 CGTTTGAACGATGAACTGGA 175 (CT)16CC(CT)3
CCTATTTCCGACGCTCTGTC 225
Tang78 CGAATACGATCTGCACTCCTC 208 (CT)23

ATTCACGACGATACGCCACT 260



http://www.zenonbio.hu/picodrop/
http://www.zenonbio.hu/picodrop/
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A reagdo foi preparada com 20 uL de solu¢do, contendo: agua, 1 uL de enzima Taq
Dna Polimerase (Platinum), 2,5 mM cloreto de magnésio (MgCl,), 2,0 uL tampdo da
enzima Taq Platinum, 0,4 mM Deoxinucleotideos (ANTPs), 0,4 uM Primers (Foward e
Reverse), 2 uL DNA — 10 ng.

As reacdes do PCR foram realizadas em termocicladores Eppendorf, (Applied
Biosystems e Techine), conforme o protocolo original descrito por Paxton et al. (1999),
com modifica¢Oes de temperatura na etapa de desnaturacdo de 92°C para 94°C e tempo
de extens&o final de 30 seg. para 45 seg. O processo de amplificacdo foi iniciado por
uma desnaturacdo inicial em 94°C por 3 min., seguida por 40 ciclos de 30 seg. a 94°C, 1
min. a temperatura especifica para cada primer, 45 seg. a 72°C e 5 min. a 72°C para
extensdo final (Tabela 2).

Tabela2 — Temperaturas de anelamento especificas, temperaturas usadas para
adaptacdo dos primers na amplificacdo de DNA de T. angustula e T.

weyrauchi

Loco Temperaturas de anelamento especificas ~ Temperaturas usadas

T7-5 60 °C' Touchdown
T3-32 60°C" Touchdown
Mbi 33 60°C* Touchdown
Mbi 215 57.5°C? 64°C
Mbi 254 55°C* 55°C
Mbi 259 57.5°C? 57.5°C
Mbi 278 60°C* Touchdown
Tang 77 55°C3 55°C
Tang 78 55°C* 55°C

TPaxton et al. (1999); * Peters et al. (1998); *Brito et al. (2009); Touchdown (DON et al., 1991).

O programa Touchdown-PCR com temperatura variando de 65°C a 55°C.
Desnaturacao inicial 94°C por 1 min., deshaturacdo 94°C por 1 min., anelamento 65°C
(-1°Clciclo) por 1 min., extensdo 72°C por 2 min., desnaturacdo 94°C por 1 min.,,
anelamento 65°C (-1°C/ciclo) por 1 min., extensdo 72°C por 2 min., volta ao passo 2 por
nove vezes, desnaturacdo 94°C por 1 min., anelamento 55°C por 1 min., extensdo 72°C por
2 min., volta ao passo 9 — 17 vezes, extensdo final 72°C por 2 min., imerséo a 15°C (DON
et al., 1991). Os produtos das amplificacbes foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 4% (agarose + agarose MS-8), a 60 v, utilizando o volume total da reagdo (20 pL)
adicionado a 2 pL de load (azul de bromofenol [0,25 %] + glicerol [30 %]).

Para determinacdo do tamanho dos fragmentos amplificados foi utilizado o
marcador de peso molecular Ladder 100 Kb (Invitrogen®). Os geis foram corados em
solucdo de brometo de etideo por 30 min. para visualizacdo das bandas e
fotodocumentados em sistema EDAS - Kodak 1 D Image Analysis 3.5.
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Anélise dos dados

As andlises dos dados moleculares envolveram a interpretacdo do tamanho dos
fragmentos de DNA obtidos. As analises foram realizadas considerando duas
populacdes, a populacédo 1 representada por individuos de T. angustula e a populagéo 2
representada por individuos de T. weyrauchi. As frequéncias génicas foram diretamente
estimadas, bem como a medida da variabilidade genética, por determinacédo dos desvios
das frequéncias genotipicas esperadas de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg
foram calculadas utilizando o programa Popgene 1.32 (YEH et al., 1999) e o programa
GENEPOP web version 4.2 (ROUSSET, 2008).

Foram calculados ainda os coeficientes de identidade e distancias genéticas de Nei
(1978). O programa GenealLex 6.5 (PEAKALL; SMOUSE, 2006) foi utilizado para a
Analise de Variancia Molecular (Amova) utilizando a estatistica phi’PT (®pr).

A estimativa do nimero de subpopulacées foi realizada de acordo com Evanno et
al. (2005), utilizando a estatistica de delta K = Ln (P (X / K) entre sucessivos valores de
K (nimero de populacdes) e em que X = probabilidade do individuo apresentar o alelo
em uma populagéo. A estimativa foi feita com valores de K variando de 2 a 8 e o valor
de K utilizado foi aquele que apresentou maior valor de delta K. Esta estimativa foi
realizada utilizando o software structure 2.3.4 (PRITCHARD et al., 2000) e estrutura
Harvester (http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/). O burn-in foi fixado em 3
mil repeticdes e o método de Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC) em 30 mil.
O numero de iteragdes estabelecido foi de 10.

RESULTADOS

A partir dos primers testados para T. angustula e T. weyrauchi, os primers T7-5 e
Mbi278 a amplificacio ndo foi satisfatdria, apresentaram respectivamente
monomorfismo e bandas inespecificas, o que ndo permitiu a definicdo dos locos
microssatélites para analise. Os primers Mbi215, Mbi259 e Tang78 amplificaram para
T. angustula e ndo amplificaram para T. weyrauchi.

Entretanto, quatro primers (T3-32, Mbi33, Mbi254 e Tang77) foram selecionados
para analise das duas espécies, pois apresentaram qualidade na amplificacdo dos locos
microssatélites. Os quatro locos microssatélites analisados apresentaram numero de
alelos que variaram entre trés e cinco.

O alelo que apresentou a maior frequéncia foi o T3-32-A em T. angustula

(populacdo 1), e em T. weyrauchi (populacdo 2) com valores de 0,8403 e 0,8805,
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respectivamente. O alelo que apresentou a menor frequéncia foi Mbi254-E com 0,0086

em T. angustula e 0,0067 em T. weyrauchi (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia dos alelos de microssatélites de T. angustula e T. weyrauchi nas
populacdes do Estado de Rondbnia

Frequéncia dos alelos

Loco Alelos Populagdo 1 Populagao 2
T. angustula T. weyrauchi
T3-32 A 0,8403 0,8805
B 0,1345 0,1006
C 0,0252 0,0189
Mbi33 A 0,3417 0,2562
B 0,6250 0,7188
C 0,0333 0,0250
Mbi254 A 0,5517 0,5400
B 0,3276 0,3267
C 0,0733 0,0967
D 0,0388 0,0300
E 0,0086 0,0067
Tang77 A 0,5708 0,6219
B 0,3542 0,3219
C 0,0750 0,0563

Os maiores valores de heterozigosidade observados foram estimados para o loco

Tang77 de T. angustula (0,1333). Os valores de heterozigosidade esperados sao maiores

que os de heterozigosidade observados e indicaram que ha excesso de homozigotos

(Tabela 4), o que ocasionou desvio das proporcbes de Hardy-Weinberg (p<0,05). Nos

locos T3-32 e Mbi33 para as duas espécies analisadas ndo foi observado polimorfismo.

O loco Mbi254 apresentou polimorfismo em T. angustula.

Tabela 4 — Valores de heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) obtidos com
marcadores microssatélites para T. angustula e T. weyrauchi do Estado de

Rondonia
Populagéo 1 Populagéo 2
Loco Ho He Ho He
T3-32 0,0000 0,2763 0,0000 0,0000
Mbi33 0,0000 0,4936 0,0000 0,0000
Mbi254 0,0431 0,5839 0,0000 0,6234
Tang77 0,1333 0,5454 0,0000 0,3532
Meédia 0,0441 0,4748 0,0000 0,2441

Os valores positivos e proximos a 1 de Fys (indice de fixacéo) indicaram que ha

excesso de homozigotos nas populagdes analisadas (Tabela 5). Por meio do valor de
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Fst, podemos observar que as populagdes estdo moderadamente diferenciadas, pois o
valor estimado foi de 0,0717 e, de acordo com Wright (1969), valores de Fst entre 0,05
e 0,15 indicam diferenciacdo moderada entre as populacdes. Na Tabela 5 pode ser
observado também que houve fluxo génico entre as populagdes, pois foram obtidos

valores altos de Nm.

Tabela 5 — indice de fixagdo (Fis), grau de diferenciacio (Fsr) e fluxo génico (Nm)

Loco Fis Fst Nm

T3-32 1,0000 0,0744 3,1118
Mbi33 1,0000 0,2082 0,9508
Mbi254 0,9639 0,0062 40,0640
Tang77 0,8505 0,0346 6,9683
Média 0,9413 0,0717 3,2370

O valor de identidade genética (NEI, 1978) observado entre as populagdes de T.
weyrauchi e T. angustula foi de (0,9432) e a distancia genética igual a 0,0605. A anéalise
de variancia molecular (AMOVA) indicou que 9% da variagdo ocorrem entre as
populacdes e 91% dentro das populacbes. A analise de ordenacdo por componente
principal (PCoA), mostrou que um Unico eixo (coordenada 1) é responsavel por 74,67%
(Figura 2) da variancia entre os grupos formados. O eixo 2 foi representado por 16,78%
e 0 eixo 3 por 3,86%.

Principal Coordinates (PCoA)
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Figura 2 — Analise em componentes principais (PCoA) evidenciando a ordenacdo dos
grupos estabelecidos pelas amostra de populagbes de Tetragonisca do
Estado de Rondonia.
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A andlise por inferéncia bayesiana, utilizando a cadeia MCMC, indicou resultado
semelhante ao obtido com a anélise empregando distancia genética de Nei (1978), como
pode ser visualizado na Figura 3. Nesta analise foi estimado o nimero de populacdes,
K= 4. Na Figura 3 é possivel verificar ainda que as populacGes 1 e 2 ndo estdo
separadas e compartilnam alelos, e a coloragdo azul na figura indica a maior frequéncia
do alelo em T. angustula. Os resultados mostram que a T. weyrauchi € mais antiga
evolutivamente que a T. angustula, seria importante realizar estudo de filogenia para

verificar.
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Figura 3 — A: Por inferéncia bayesiana (MCMC) nimero de populacdes estimado em K
= 4. B: Estimativa do nimero de populacfes pelo método de Evanno et al.
(2005).
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DISCUSSAO

Hurtado-Burillo et al. (2014), com primers heter6logos, compararam Melipona
colimana coletadas em duas localidades no México com M. beecheii coletadas em
Cuba, utilizando resultados obtidos por Quezada-Euan et al. (2007) ambos os estudos
empregaram marcadores microssatélite, avaliaram sete locos microssatélites. Os autores
verificaram que para M. colimana os locos T7-5 e Mbi259 eram monomorficos, o loco
Mbi254 apresentou quatro alelos. Em M. Beecheii, somente o loco Mbi259 foi
monomorfico, 0 Mbi254 apresentou quatro alelos e T7-5 apresentou trés alelos. Esses
resultados diferem dos observados para T. angustula e T. weyrauchi, o loco Mbi254
apresentou um namero maior de alelos (5) e os primers T7-5 e Mbi259 ndo foram
reproduziveis para as espécies de Tetragoniscas avaliadas.

Vaérios trabalhos utilizam primers heter6logos para avaliar a diversidade genética;
um exemplo é o estudo realizado por Borges et al. (2010), que utilizaram nove locos de
microssatélite heter6logos em Partamona helleri, apenas dois (Mbi254 e Mbi278)
apresentaram polimorfismo. O loco Mbi254 gerou 5-8 alelos em diferentes populacdes
enguanto loco Mbi278 gerou dois alelos em todas as populacdes analisadas no Estado
de Minas Gerais. O nimero de alelos para o loco Mbi254 em P. helleri foi maior do que
o registrado para T. angustula e T. weyrauchi.

Os locos Mbi33, Mbi215, Mbi254 e Mbi259 também foram avaliados por Francisco
et al. (2006) para as espécies de P. remota e Tetragona clavipes, sendo que 0 nimero
de alelos diferiram entre as espécies. Para o loco Mbi33 encontraram em P. remota (01
alelo) e Tetragona clavipes (02 alelos), numero de alelo nesse estudo foi menor do que
observado para as espécies de Tetragonisca. Os autores ainda encontraram 0s mesmo
valores para os locos Mbi215 e Mbi254, ja para o loco Mbi259, este apresentou maior
namero de alelos (06) nas espécies estudadas. Enquanto que em Tetragonisca 0s locos
Mbi215 e Mbi259 s6 amplificaram para T. angustula.

O fato dos primers heterologos amplificarem para T. angustula e ndo para a T.
weyrauchi esta associado ao processo de transferabilidade de primers heterdlogos que
envolvem fatores como o tamanho e a complexidade do genoma e a localizacdo do
microssatélite em regido codificante ou ndo (OLIVEIRA et al., 2006). A falta de
compatibilidade no genoma para transferéncia de microssatélites também ocorreu no
estudo realizado por Francisco et al. (2006) com o primer T7-5 com Plebeia remota, P.

mulata e P. helleri.
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Francisco et al. (2006) relataram que os primers heterdlogos, apesar de
contribuirem para a compreensdo da estrutura genética de populacGes de espécies para
as quais ndo foram especificamente desenhados, devem ser usados com cautela, pois
revelaram grau de polimorfismo mais baixo. A transferéncia destes marcadores é
melhor entre grupos mais proximos (CARVALHO-ZILSE; KERR, 2006) e quanto
maior a distancia filogenética entre a espécie para a qual os primers foram desenhados e
a espécie em gque foram empregados, menor serd o polimorfismo observado.

Os primers Tang77 e Tang78, utilizados neste estudo, estdo entre os 21 locos
especificos para T. angustula desenvolvidos por Brito et al. (2009), que segundo 0s
autores, esses primers microssatélites foram transferiveis para outras espécies de
abelhas como T. fiebrigi, T. weyrauchi, Lestrimelitta maracaia e Schwarziana
quadripunctata. Através das analises dos 21 locos esses autores observaram 15 locos
polimorficos para T. angustula. Porém, as analises realizadas com dois locos para
abelhas T. angustula e T. weyrauchi ndo foi possivel a amplificacdo da T. weyrauchi;
para 0 loco Tang78 é importante destacar que o a reacdo de amplificacdo e o gel de
visualizacdo sdo diferentes entre os dois estudos.

O numero de alelos por locos encontrado por Brito et al. (2009) sdo muito maiores
quando comparados aos observados em abelhas do Estado de Rondonia. Para o loco
Tang77, os autores encontraram dez alelos, e para o loco Tang78 foram registrados 16
alelos. O nmero de individuos nas anéalises é diferente, assim como as distancias de
coleta entre os ninhos. Porém, Kulza (2015) registrou um nimero menor de alelos (02)
para o loco Tang77 avaliando a diversidade de abelhas T. angustula e T. fiebrigi em
municipios do Estado do Parana.

A heterozigosidade observada em estudos com abelhas sem ferrdo apresentam
valores menores do que o esperado como exemplo a avaliacdo de Oliveira et al. (2009)
com Nannotrigona testaceicornis e Brito et al. (2009), avaliando a heterozigosidade de
T. angustula, encontraram valor menor de heterozigosidade observada quando
comparada com a heterozigosidade esperada. Brito et al. (2009) também observaram
desequilibrio de ligagdo em alguns locos avaliados.

As amostras avaliadas de T. angustula e T. weyrauchi da Amaz6nia também
apresentaram heterozigosidade observada menor do que a esperada. A deficiéncia de
heterozigotos pode ser explicada pela degradacdo da mata original, o que pode dificultar

a migracdo de machos, além da utilizacdo de primers heterologos, que podem ter
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ocasionado a ocorréncia de alelos nulos, subestimando a variabilidade genética, como
descrito por Brito et al. (2009) para Partamona sp.

A reducdo da variabilidade genética ocorre principalmente pela diminuicdo do
tamanho populacional efetivo e da diversidade gendmica, associados a eventos
fundadores (WRIGHT et al., 2005; ZEDER et al.,, 2006). Foi verificado em
Scaptotrigona mexicana que os machos evitam as agregacdes mais proximas de suas
colbnias. Como consequéncia desse comportamento ha a diminuicdo de chances de
endocruzamento (MUELLER et al., 2012). Assim, como observamos nas amostras
avaliadas, ocorre fluxo génico.

Porém, alguns trabalhos apresentam dados que diferem dos encontrados quando
comparamos a heterozigosidade em espécies de melipona; alguns autores encontraram
valores de heterozigosidade observada maior do que a heterozigosidade esperado. Koser
et al. (2014) avaliaram a diversidade de abelhas M. mondury e M. quadrifasciata no
Estado de Santa Catarina por microssatelites com primers heterélogos; estes autores
obtiveram heterozigosidade observada maior que a esperada. Em T. Angustula, Brito et
al. (2009) constataram heterozigosidade observada maior que a esperada para o loco
Tang77.

O excesso de homozigoto também foi relatado por Carvalho-Zilse et al. (2009) com
M. scutellaris no nordeste brasileiro. Esses autores afirmaram que 0 excesso de
homozigotos poderia ser decorrente de migra¢do ndo natural pela troca de abelhas entre
meliponicultores. O que difere dos resultados encontrados em T. weyrauchi, que
apresentou excesso de homozigotos, porém todos os individuos analisados foram
coletados de ninhos naturais e por ser uma espécie aérea e de distribui¢cdo mais restrita
qguando comparada com a T. angustula ndo ocorre troca de abelhas dessa espécie entre
produtores.

Através das analises de identidade genética e distancia, observamos que as
populacdes estdo moderadamente diferenciadas e as variacbes sdo pequenas quando
comparamos as duas populagfes. Isso justifica os resultados encontrados para analise
beyesiana, em que ndo foi possivel separar as populagdes em dois grupos. Porém, outros
autores, avaliando as variacbes genéticas em T. angustula e T. fiebrigi, também néo
conseguiram separar as espécies e os valores de K encontrados sdo diferentes dos
nameros de populacdes analisadas como o estudo de Kulza (2015). O maior valor de
delta K obtido por inferéncia bayesiana estimou o numero real de populacGes em 3

(K=3). A analise das redes de interacdes realizada ndo permitiu separar T. angustula em
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duas espécies. Santos et al. (2015), utilizando marcador PCR-RFLP em populacGes de
T. angustula e T. fiebrigi dos Estados do Parana, Sdo Paulo e Rondonia por analises
bayesiana, encontraram valor de K= 6 e ndo foi possivel diferencia-las.

Mas, os resultados das analises bayesiana realizadas por May-Itza et al. (2010)
diferem dos estudos citados; os autores verificaram em M. yucatanica, coletadas no
México e Guatemala, a formacdo de dois grupos, separando as populagGes por
localidades, o que definem uma clara estrutura geogréfica.

No entanto, hd uma necessidade de mais estudos para monitorar essas populacoes,
especialmento na regido amazbnica, onde o0 desmatamento aumenta para 0
desenvolvimento da agricultura, assim como as queimadas. Essas analises sdo
importantes a fim de contribuir com o0s programas de manejo e conservacao,

especialmente para T. weyrauchi.

CONCLUSOES
As espécies avaliadas apresentaram um excesso de homozigotos. Os primers
microssatélites heter6logos para T. angustula e T. weyrauchi podem ser utilizados para

genética de populacdes.
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IV — Polimorfismo mitocondrial em Tetragonisca angustula e Tetragonisca
weyrauchi (Hymenoptera, Apidae) empregando marcadores PCR-RFLP

RESUMO

Este estudo teve como objetivo determinar os hapl6tipos mitocondriais e avaliar a
diversidade genética de T. angustula e T. weyrauchi por meio dos marcadores de PCR-
RFLP. Foram coletadas abelhas operarias de coldnias localizados em Cacoal, Ji-Parana,
Jaru, Ariquemes, Cacaulandia, Monte Negro, Alto Paraiso e Porto Velho no Estado de
Rondo6nia. Apdés o isolamento do DNA foram realizados testes com dez pares de
primers heterdlogos que amplificam diferentes regides do DNA mitocondrial, porém
quatro (primer 1 - ND2 e COI; primer 2 - COI; primer 8 - 16S e 12S e primer 9 - COII)
foram utilizados no estudo. Para a andlise de restri¢do das regides amplificadas foram
testadas 13 enzimas: EcoRI, EcoRV, Hindlll, Hinfl, Rsal, Pstl, Xbal, Haelll, Clal,
Xhol, Bglll, Pvull e Scal. O primer 1 — (ND2, COI) permitiu identificar um fragmento,
um com aproximadamente 2.400 pb em T. angustula e em T. weyrauchi. Com a anélise
das endonucleases de restricdo foi verificada a clivagem do fragmento com a enzima
EcoRIl e EcoRV. Para regido (COI) primer 2, as duas espécies amplificaram um
fragmento corresponde a aproximadamente 1850 pb. A clivagem foi verificada com a
enzima EcoRV somente em individuos de T. angustula. Porém, a clivagem com a
enzima Hinfl foi observada nas duas espécies. A amplificagdo da regido (16S, 12S)
Primer 8 geraram dois fragmentos (1850 pb e 350 pb), e foi observada a clivagem nas
duas espécies com as enzimas EcoRV, Rsal, Pstl. Enquanto que a enzima Xbal s6
clivou em T.weyrauchi. A amplificacdo da regido (COII) primer 9 apresentou um
fragmento com 1000 pb. A clivagem ocorreu com a enzima Clal e Hinfl para T.
angustula. O valor de identidade genética observado entre as populacées foi de (0,3636)
e distancia genética igual a 1,0116. J& a analise por inferéncia bayesiana estimou o
namero real de populacdes, K= 5. Essas populacdes estdo altamente diferenciadas e
permite observar que as populacgdes tiveram padrdo distintos de marcadores de mtDNA.
A variacdo detectada com as analises de mtDNA por PCR-RFLP das duas espécies de
jatai mostrou que héa diferencas no mtDNA entre as duas espécies.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo, Amazonia, primers heterélogos, PCR-RFLP,
analise bayesiana.

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the mitochondrial haplotypes and to evaluate the
genetic diversity of T. angustula and T. weyrauchi by means of PCR-RFLP markers.
Some worker bees were collected from nests in Cacoal, Ji-Parand, Jaru, Ariquemes,
Cacauléndia, Monte Negro, Alto Paraiso and Porto Velho in Rondbnia State. After
isolating DNA, tests were performed with ten pairs of heterologous primers which
amplify different regions of mitochondrial DNA, however four of them (primer 1 - ND2
and COI; primer 2 - COI; primer 8 - 16S e 12S and primer 9 - COII) were used in this
study. For restriction analysis of the amplified regions 13 enzymes were tested: EcoRl,
EcoRV, Hindlll, Hinfl, Rsal, Pstl, Xbal, Haelll, Clal, Xhol, Bglll, Pvull and Scal.
Primer 1 - (ND2, 10C) allowed to identify a fragment with about 2400 bp in T.
angustula and in T. weyrauchi. With the analysis of restriction endonuclease, fragment
cleavage was verified with EcoRI and EcoRV enzyme. For region (I0C) primer 2 the
two species amplified a fragment corresponding to about 1850 bp. Cleavage was
verified with the ECORV enzyme only in T. angustula individuals. However cleavage
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with the enzyme Hinfl was observed in both species. Amplification of the region (16S,
12S) Primer 8 generated two fragments (1850 bp and 350 bp), and cleavage was
observed in both species with the enzymes EcoRV, Rsal, Pstl. While Xbal enzyme
cleaved in T.weyrauchi only. Amplification of the region (COIIl) primer 9 showed a
fragment of 1000 bp. The cleavage occurred with Clal and Hinfl enzyme to T.
angustula. The genetic identity value observed among populations was (0.3636) and
genetic distance equal to 1.0116. The analysis by Bayesian inference, however,
estimated the real number of populations, K = 5. These populations are well separated
and they allow us to observe that the populations had different pattern of mtDNA
markers. The variation detected with the analysis of mtDNA by PCR -RFLP of the two
species of jatai showed there are differences in mtDNA between the two species.
Keywords: Stingless bees, Amazonia, heterologous primers, PCR-RFLP, Bayesian
analysis.
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INTRODUCAO

As abelhas sdo insetos pertencentes a ordem Hymenoptera, da superfamilia
Apoidea (CAMARGO; PEDRO, 2013). Sdo conhecidas no mundo pelos Vvarios
beneficios que proporcionam, como a capacidade de algumas espécies de produzir mel e
pelo seu papel natural de polinizacdo (SANTOS, 2010).

As abelhas sem ferrdo estdo entre as polinizadoras mais comuns nos ambientes
tropicais e em determinadas regibes sdo dominantes, visitando varias culturas
(MACIAS-MACIAS et al., 2009). Compreende um grupo diverso de insetos que inclui
mais de 400 espécies que mostram alta variabilidade na fisiologia, morfologia e
tamanho (MOURE et al., 2007).

Porém, o constante desmatamento, somado ao extrativismo pelos meleiros, vem
aumentando a pressdo sobre este importante recurso natural, sendo necessario utilizar
estratégias avancgadas que auxiliem na sua conservacao (SANTOS, 2010). As abelhas do
género Melipona sdo especialmente sensiveis aos distlrbios causados ao meio ambiente,
ja que dependem das arvores para moradia e alimentacdo (BRUENING, 2006;
VOSSLER, 2012).

Os marcadores moleculares vém sendo empregados como importante ferramenta na
conservacao de espécies selvagens e/ou de interesse econdmico por fornecerem dados
importantes aos estudos populacionais, como: estimativas referentes ao grau de
variabilidade genética, grau de endogamia, diferencas entre populacdes, fluxo génico
entre populacbes, determinacdo do tamanho efetivo da populacdo, dentre outros
(MULLER et al., 2010; TAVARES et al., 2013).

A andlise do DNA mitocondrial (mtDNA) polimorfismos é uma abordagem (Util
para a investigacdo de variabilidade genética e tem sido aplicado com sucesso aos
estudos de populagBes de insetos, incluindo espécies de meliponini (FRANCISCO;
ARIAS, 2010). Estudos indicam baixa diversidade genética em populagdes selvagens de
abelhas sem ferrdo brasileira (COSTA et al., 2005; ARIAS et al., 2006; TAVARES et
al., 2007; BORGES et al., 2010; BRITO; ARIAS, 2010; FRANCISCO; ARIAS, 2010).
Esta baixa diversidade genética pode ter consequéncias negativas para a taxa de
sobrevivéncia em longo prazo da populacdo e levanta questfes importantes relacionadas
aos programas de conservagdo. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a
diversidade genética em abelhas do género Tetragonisca do Estado de Ronddnia

utilizando marcador PCR-RFLP, bem como determinar os haplétipos mitocondriais.
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MATERIAL E METODOS
Coleta das abelhas

Para caracterizacdo das abelhas operarias adultas de T. angustula (Latreire, 1811) e
T. weyrauchi (Schwarz, 1943) foram coletadas 32 colonias, destas, 22 colonias de T.
angustula foram provenientes das seguintes localidades do Estado de Rondonia: Porto
Velho, Cacoal, Ji-Parana, Jaru, Cacaulandia, Alto Paraiso, Ariqguemes e Monte Negro
(Figura 1). Enquanto que as dez colbnias de T. weyrauchi foram coletadas na regido do
municipio de Alto Paraiso. As coletas foram realizadas de acordo com a autorizacao
namero: 29423-2 do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade —
ICMBIo por meio do Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade — Sisbio.
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Figura 1 — Identificacdo dos locais de coleta de T. angustula e T. weyrauchi no Estado
de Rondonia.

Extracdo de DNA gendmico

O meétodo usado para extracdo do DNA total foi com base no método modicado de Yu
et al. (1993). O torax foi homogeneizado individualmente em tubos de 1,5 mL, contendo
300 mL do tampao de extracdo [200 mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5% SDS, 250 mM NacCl, 50
mM EDTA e 100 mg/mL Proteinase K]. Ap6s Ol h de incubagdo a 65°C, o material foi
centrifugado durante 10 min. (10.000 xg) e o sobrenadante transferido para um novo tubo,
adicionando-se igual volume de cloroformio: alcool isoamilico (24:1), seguido por
centrifugag&o a 10.000 xg por 10 min. e transferéncia do sobrenadante para um novo tubo,
sendo que este procedimento foi realizado duas vezes. Ap6s homogeneiza¢do e
centrifugacéo para separacdo das fases, a fase superior foi transferida para um novo tubo. O
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DNA precipitado por meio da adi¢do de 250 uL de isopropanol gelado e incubado a -20°C
overnight. O DNA precipitado foi separado por centrifugacdo a 10.000 xg por 10 min. Apos
descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 1,0 mL de etanol 70% gelado e
deixado secar na temperatura ambiente. Depois de seco, 0 DNA foi ressuspendido por 02 h
em 30 pL de tampdo TE (10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 1 mM EDTA), tratado com RNAse
(10 pg/mL) e mantido por mais 02 h em temperatura ambiente e armazenado a -20°C. A
quantificacdo do DNA foi avaliada por meio das analises em Picodrope mikroliteres UV
spektrofotométer - Zenon Bio com faixa de comprimento de onda de 230-850 nm.

PCR-RFLP

Para amplificacdo e anélise do mtDNA foram utilizados dez primers heter6logos
descritos por Hall e Smith (1991), e Simon et al. (1994), sendo estes primers de Apis
mellifera de acordo com Francisco et al. (2001), primers de Melipona (Tabela 1).

Tabelal— Pares de primers utilizados para amplificacdo de regides do mtDNA de
Tetragonisca e temperatura de anelamento (N — nimero de primers, R —
Referéncias, T — Temperatura em °C)

N Nome Sequéncia (5" —3") R Gene T

1 mtD2 GCTAAATAAGCTAACAGGTTCAT 1 ND2, 45
mtD9 CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC COl

2 mtD7 GGATCACCTGATATAGCATTCCC 1,2 COl 46
COI-lIR GATCAATATCATTGATGACC

3 mtD19 GAAATTTGTGGAGCAAATCATAG 1 ATPases 47
mtD22 TCAACAAAGTGTCAGTATCA (8,6),

coll

4 5612R GAAATTAATATAACATGACCACC 3 coln, 47
tPheF GCGTAATATTGAAAATATTAATGA ND3

5 mtD24 GGAGCTTCAACATGAGCTTT 1 ND4, 44
mtD28 ATT.ACACCTCCTAATTTATTAGGAAT ND6,

CytB

6 mtD26 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 1 CytB, 45
mtD30 GTAGCATTTTTAACTTTATTAGAACG ND1

7 Mel3 TAAAGTTAAAAAAGCAACTC 3,2 16S 44
16SF CACCTGTTTATCAAAAACATGTCC

8 16SR CGTCGATTTGAACTCAAATCATG 2,1 16S, 45
mtD36 AAACTAGGATTAGATACCCTATTAT 12S

9 MtD18 CCACAAATTTCTGAACATTGACCA 1,2 coll 47
COI-lIF  TCTATACCACGACGTTATTC

10 Seq18 GAACTATCAATTTGATATTG 3 ND4, 46
8467F GGAATTTTTTTTTGAATGAAA ND5

ISimon et al.(1994); “Hall e Smith(1991); *Francisco et al. (2001).


http://www.zenonbio.hu/picodrop/
http://www.zenonbio.hu/picodrop/
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As condicdes de amplificacdo foram baseadas na metodologia descrita por Barni et al.,
(2007) com modificagGes nas temperaturas de anelamento dos primers. Para um volume de
reacao de 20 pL foi utilizado tampé&o Tris-HCI 1X (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM),
2,5 mM de MgCl,, 0,25 uM de cada primer, 2,5 mM de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), duas unidades de Taq Platinum DNA polimerase (Invitrogen) e 10 ng de DNA
molde. As reacdes foram realizadas em um termociclador “Biosystems, Veriti 384”,
programado com uma desnaturacgdo inicial a 94°C por 05 min. e uma extenséo final a 64°C
por 10 min. Foram realizados 35 ciclos, sendo que cada ciclo de 1 min. em 94°C, temperatura
de anelamento especifica para cada primer por 1 min. e 20 seg. e 64°C por 2 min.

Os produtos da amplificacdo foram separados em gel de agarose 1% a 60 volts usando
tampédo TBE 0,5X (Tris-borato, EDTA pH 8,0) e corados em brometo de etidio (0,5 pg/mL).
Os fragmentos da amplificagéo foram visualizados sob luz ultravioleta e a imagem capturada
por sistema de fotodocumentacdo L-Pix HE. Um marcador de peso molecular de DNA (100
pb, DNA Ladder-Invitrogen) foi usado para determinar o tamanho dos fragmentos gerados.

Para a andlise de restricdo, os fragmentos amplificados de mtDNA foram submetidos a
digestéo por 12 h com as seguintes enzimas: EcoRI, EcoRV, Hindlll, Hinfl, Rsal, Pstl, Xbal,
Haelll, Clal, Xhol, Bglll, Pvull e Scal (Invitrogen). Para cada reacdo de clivagem foi
utilizado 3 pl do produto do PCR, trés unidades de enzima de restricdo, tampao da enzima 1
X e agua milli-Q 14,7 pl, totalizando 20 pl. Os resultados da digestao foram analisados em gel
de agarose a 1% a 60 volts usando tampao TBE 0,5X (Tris-borato, EDTA pH 8,0) e corados
com banho de brometo de etidio (0,5 ug/mL). Os fragmentos da clivagem foram visualizados
sob luz ultravioleta e a imagem capturada por sistema de fotodocumentacdo L-Pix HE. Um
marcador de peso molecular de DNA (100 pb, DNA Ladder-Invitrogen) foi usado para

determinar o tamanho dos fragmentos gerados.

Anélise dos dados

As andlises dos dados moleculares envolveram a interpretacdo dos fragmentos de
DNA mitocondrial. A identidade e a distancia genética de Nei (1978) foram calculadas
empregando o programa Popgene 1.32 (YEH et al., 1999). O programa GenealLex 6.5
(PEAKALL; SMOUSE, 2006) foi utilizado para a Andlise de Variancia Molecular
(Amova) utilizando a estatistica phi’PT (®pr).

A estimativa do nimero real de populacdes foi realizada de acordo com Evanno et al.
(2005), com a estatistica de delta K = Ln (P (X / K) entre sucessivos valores de K (nimero

de populagdes) e X = probabilidade de observar os dados. Foram estimados os valores de K
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variando de 2 a 8 e o valor de K utilizado foi aquele que apresentou maior valor de delta K.
Esta estimativa foi realizada utilizando o software structure 2.3.4 (Pritchard et al. 2000) e
estrutura Harvester (http://taylor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/). O burn-in foi fixado em
3 mil repeticdes e 0 método de Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC) em 30 mil. O

namero de interagdes estabelecido foi de 10.

RESULTADOS
Analise de regides do DNA mitocondrial com a técnica de PCR-RFLP

Dos primers testados para amplificacdo apenas quatro apresentaram padroes
reproduziveis de fragmentos (primers 1, 2, 8 e 9), e foram utilizados nas analises. Os demais
pares de primers amplificaram, porém néo apresentaram padréo de fragmentos reproduziveis.
Primer 1 - (ND2, COI)

A amplificagdo dos mtDNAs com o primer 1 permitiu identificar um fragmento com
aproximadamente 2.400 pb em T. angustula e em T. weyrauchi. Com a analise utilizando as
endonucleases de restricdo, verificou-se que houve clivagem do fragmento de 2.400 pb com a
enzima EcoRI somente em T. weyrauchi, possibilitando a identificacdo de dois haplétipos. O
haplétipo dos individuos em que ndo houve clivagem (T. angustula) e o segundo haplétipo
apresentou padréo de fragmentos de aproximadamente 1.800 pb e 400 pb (T. weyrauchi).

O fragmento de aproximadamente 2.400 pb também clivou com a enzima EcoRV em T.
weyrauchi gerou dois fragmentos com 1.700 pb e 700 pb. Ja a clivagem com a enzima Rsal,
na mesma regido, foi verificado padréo de dois fragmentos de 2.000 pb e 400 pb em T.
weyrauchi.

Primer 2 — (COI)

O seguimento referente ao primer 2 amplificou para as duas espécies (T. angustula e T.
weyrauchi). O fragmento corresponde a aproximadamente 1.850 pb. A clivagem com a
enzima EcoRV ocorreu somente em individuos da espécie de T. angustula e gerou dois
fragmentos de 1.000 pb e 850 pb. N&o ocorreu a clivagem com individuos da espécie T.
weyrauchi. Porém, a clivagem com a enzima Hinfl gerou nas duas espécies trés fragmentos
de aproximadamente 900 pb, 400 pb e 300.

Primer 8 — (16S, 12S)

O segmento de mtDNA amplificado referente ao primer 8 gerou dois fragmentos, um de
aproximadamente 1.850 pb e outro de 350 pb, que foram observados em todos os individuos
analisados das duas espécies. Foi observada a clivagem nas duas espécies com as enzimas

EcoRV, Rsal, Pstl. O resultado da clivagem, utilizando a enzima EcoRV, foi observado dois
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fragmentos com 950 pb e 900 pb. A clivagem ocorreu com as enzimas Rsal tanto para T.
angustula quanto em T. weyrauchi e gerou fragmentos de aproximadamente 700 pb, 600 pb e
500 pb. A clivagem com a enzima Pstl para as duas espécies gerou fragmentos de
aproximadamente 1.300 pb e 550 pb. A clivagem com a enzima Xbal sé foi observada em
T.weyrauchi e gerou um fragmento de 1.400 pb e outro de 450 pb.

Primer 9 — (COIl)

Evidencia-se um padrdo de amplificacdo dos DNAs com o primer 9 entre as espéecies de
Tetragonisca com um fragmento de 1.000 pb. A clivagem com a enzima Clal resultou em
dois fragmentos, um de aproximadamente 800 pb e outro de 200 pb. A restricdo com enzima
Hinfl também gerou dois fragmentos, sendo um de aproximadamente 600 pb e outro com 400

pb. Néo ocorreu a clivagem em amostras de T. weyrauchi.

Genética de populacdes

Dos quatro primers utilizados para amplificacdo, obteve-se sucesso na clivagem
com sete enzimas de restricdo, o que permitiu detectar 11 locos PCR-RFLP. A analise
de variancia molecular (AMOVA) mostrou que a variacdo é grande entre as populacdes
e ndo dentro das populagdes.

A anélise de ordenacdo por componente principal (PCoA), mostrou que uma Unica
coordenada (eixo 1) é responsavel por 76,01% (Figura 2) da variancia entre 0s grupos

formados. O eixo 2 foi representado por 16,76% e o eixo 3 por 3,64%.

Principal Coordinates (PCoA)
‘11 ¢1
L !
! *1
o 1
5 ¢ 1
§ o1 # Sériel
®1
®1
Coord. 1

Figura 2 — Analise em componentes principais (PCoA) evidenciando a ordenacdo dos
grupos estabelecidos pelas amostra de populagdes de Tetragonisca do Estado
de Rondénia.
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O valor de identidade genética (NEI, 1978) observado entre as populagdes de T.
weyrauchi e T. angustula foi de 0,3636 mostrando que sdo duas espécies distintas. A
distancia genética igual a 1,0116. A analise por inferéncia bayesiana, utilizando a cadeia
MCMC, mostrou resultado semelhante ao obtido com a analise em que foi empregada a
distancia genética de Nei (1978). Nessa analise, foi estimado o numero real de
populacBes, K= 5. Na figura 3, é possivel verificar que as populacBes 1 e 2 que
correspondem as T. angustula e T. weyrauchi estdo separadas, permitindo observar que
as espécies tiveram padrdes distintos de marcadores de mtDNA. A variacdo detectada
com as analises de mtDNA por PCR-RFLP das duas espécies de T. angustula e T.

weyrauchi mostrou que ha diferencas no mtDNA entre as duas espécies.
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Figura 3 — A: Por inferéncia bayesiana (MCMC) numero de populagdes estimado em K
= 5. B: Estimativa do nimero de populaces pelo método de Evanno et al.
(2005).
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DISCUSSAO
No estudo realizado por Santos et al. (2015) com a regido ND2, COI (primer 1) em

T. angustula e T. fiebrigi, coletados em trés Estados brasileiros, os fragmentos
observados foram diferentes dos verificados para T. angustula. Esses autores
verificaram polimorfismo em amostras de T. angustula da cidade de Porto Velho, onde
alguns individuos amplificaram o fragmento com 900 pb.

Segundo Santos et al. (2015), nos ninhos de Tetragonisca, h4 apenas uma rainha
que origina todas as operarias presentes no ninho. Portanto, ndo poderia ocorrer
variacdo no mtDNA das operarias. Os autores sugerem que provavelmente nessas
rainhas pode ter ocorrido mutagdo na regido do mtDNA de algumas mitocondrias e o
sitio de ligacdo do primer 1 que amplifica o fragmento de 900 pb tenha sido alterado,
impossibilitando a amplificacdo. As abelhas T. angustula presentes em Rond6nia estdo
separadas geograficamente daquelas que ocorrem mais ao sudeste e sul (Parana e S&o
Paulo), provavelmente mantendo a mutacgéo detectada.

Os resultados do estudo corroboram com os de Santos et al. (2015), pois as
amostras de Tetragonisca amplificaram para regido ND2, COI (primer 1) o fragmento
com o mesmo tamanho, aproximadamente 2.400 pb e as clivagens ocorreram com as
mesmas enzimas de restricdo (EcoRl e EcoRV) em T. angustula do Estado de
Rondonia, exceto a clivagem com a enzima Rsal que clivou somente para T. weyrauchi.

A regido ND2, COI (primer 1) também foi avaliada por Barni et al. (2007), em
Melipona rufiventris e Melipona mondury, em que os autores verificaram a
amplificagdo de um fragmento de 2.200 pb, que clivou com EcoRI em dois fragmentos,
um de 1.500 pb e 700 pb, e Hinfl que apresentaram fragmentos polimérficos entre as
diferentes espécies, em que um fragmento de 1.600 pb e outro de 600 pb para M.
mondury e 1850 pb e 350 pb para M. rufiventris. Assim, podemos afirmar que 0 mesmo
fragmento amplificado para diferentes espécies podem apresentar fragmentos diferentes
quando clivados.

A amplificagdo da regido (COI) primer 2, o tamanho do fragmento (1850 pb),
observado para T. angustula e T. weyrauchi € o mesmo que foi observado por Santos et
al. (2015) para T. angustula e T. fiebrigi. Porém, esses autores observaram a clivagem
dessa regido com duas enzimas de restricdo (EcoRV e Hinfl). Diferente do que foi
observado em T. weyrauchi que a clivagem sé ocorreu com a enzima Hinfl. Essa mesma
regido em M. mondury e M. rufiventris, amplificado por Barni et al. (2007), apresentou

1.900 pb para as duas espécies e houve clivagem somente com a enzima Hinfl.
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A sequéncia (16S, 12S) primer 8, assim como no estudo realizado por Santos et al.
(2015), também gerou dois fragmentos, um de aproximadamente 1.850 pb e outro de
350 pb, porém, a clivagem dos fragmentos foram diferentes. Santos et al. (2015)
observaram a clivagem do fragmentos de 1.850 pb como as enzimas EcoRV, Pstl, Rsal
e Xbal. Enquanto que nas amostras avaliadas de T. angustula e T. weyrauchi, a
clivagem com a enzima Xbal, s6 foi observada em T.weyrauch,i que gerou um
fragmento de 1.400 pb e outro de 450 pb. Ja Barni et al. (2007) também detectaram um
fragmento de 1.850 pb para 0 mesmo segmento amplificado em M. mondury e M.
rufiventris, porém ndo houve clivagem com as enzimas EcoRI, EcoRV, Hindlll e Hinfl.

Segundo Santos et al. (2015), a sequéncia (COI) primer 9 apresentou dois padrdes
de amplificacdo. O primeiro padrdo, que correspondeu as amostras de T. angustula,
apresentou um fragmento com 1.000 pb e o segundo padrdo apresentou fragmentos de
1.000 e 1.100 pb. O primeiro padrédo quando clivado com a enzima Clal resultou em
dois fragmentos, um de aproximadamente 800 pb e outro de 200 pb. A restricdo com
Hinfl também gerou dois fragmentos, sendo um de aproximadamente 600 pb e outro
com 400 pb. Diferente do que foi observado para T. angustula e T. weyrauchi do Estado
de Rondodnia que apresentaram somente o padrdo 1 e a clivagem desse padrdo diferiu
nas amostras de T. weyrauchi, em que ndo foi observado a clivagem com as enzimas de
restricao.

Os locos amplificados para T. angustula e T. weyrauchi foram comuns aos
amplificados no estudo realizado por Santos et al. (2015), porém o sucesso na clivagem
foi menor (07 enzimas) enquanto os autores registraram oito enzimas. A andlise de
variancia molecular (Amova) descrita pelos autores mostrou que 83% da variacdo
ocorrem entre as populacdes e 17% dentro das populages, carateristica semelhante ao
observado em abelhas Tetragonisca do Estado de Rondonia.

A analise por inferéncia bayesiana, utilizando a cadeia MCMC no estudo
realizado por Santos et al. (2015), estimou o numero real de populacfes em K= 6,
namero maior do que foi observado nas populagBes de T. angustula e T. weyrauchi
que foi de K= 5. Porém, com essa analise, os autores afirmaram que ndo foi possivel
diferenciar as populagfes de T. angustula e T. fiebrigi. Diferente do resultado desses
autores as populacdes avaliadas do Estado de Rondonia foi possivel diferencia-las.
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CONCLUSOES

A variagdo detectada com as analises de mtDNA por PCR-RFLP das duas espécies
de jatai mostrou que ha diferencas no mtDNA entre as duas espécies. Essas populacdes
estdo bem diferenciadas e permite observar que apresentaram padrbes distintos de

marcadores de mtDNA.
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V — Arquitetura de ninho, nidificagéo e desenvolvimento de colonias de
Tetragonisca angustula e Tetragonisca weyrauchi (Hymenoptera, Apidae) no

Estado de Rondbnia

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar a arquitetura dos ninhos, local de nidificagéo e o
desenvolvimento de colonias de Tetragonisca angustula e Tetragonisca weyrauchi,
utilizando diferentes espessuras e dimensdes em colmeias, modelo Fernando
Oliveira/INPA. As colmeias foram instaladas no municipio de Alto Paraiso — Rondonia.
O periodo avaliado foi de setembro de 2013 a agosto de 2014. Em ninhos de T.
angustula foi observado discos com 6 a 11 cm, em T. weyrauchi a média para o
tamanho dos discos foi de 11 cm. A nidificagdo em T. angustula foi registrada em
arvore e solo, enquanto que em T. weyrauchi foram encontrados em forquilha de
arvores. O ninho com o menor peso foi 50 g para T. angustula, enquanto que o maior
foi de 250 g para T. weyrauchi. A arquitetura do ninho difere entre as espécies, ndo s
nos respiraculos, mas também na lixeira que foi registrado em T. weyrauchi. As analises
estatisticas realizadas com procedimento GLM do SAS para T. angustula e T.
weyrauchi mostram que ha diferencas significativas entre as colmeias com relacdo as
dimensbGes e espessura. As dimensdes 12x12 e 15x15 com espessura de 5 cm
apresentam resultado préximos para T. angustula, porém a melhor dimensdo foi de
10x10 e espessura de 3,5 e 5 cm respectivamente. Colmeias, modelo Fernando
Oliveira/INPA, séo eficientes para producdo de T. angustula, mas ndo sdo adequadas
para T. weyrauchi.

Palavras-chave: Amazonia, jatai, manejo, producdo sustentavel.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the architecture of the nests, nidification site
and the development of Tetragonisca angustula and Tetragonisca weyrauchi colonies
using different thicknesses and dimensions in hives model Fernando Oliveira / INPA.
The hives were installed in the city of Alto Paraiso - Rondonia. They were evaluated
from September 2013 to August 2014. It was noted discs with 6-11 cm in T. angustula
nests, in T. weyrauchi the average for the size of the disks was 11 cm. The nidification
in T. angustula was recorded in tree and on the ground, while in T. weyrauchi they were
found in tree forks. The nest with the lowest weight was 50 g to T. angustula, whereas
the highest was 250 g for T. weyrauchi. The nest architecture differs between species,
not only in spiracles but also in a trash that was recorded in T. weyrauchi. The statistical
analyzes performed with the SAS GLM procedure for T. angustula and T. weyrauchi
show that there are significant differences between the hives with respect to size and
thickness. The dimensions 12x12 and 15x15 cm with a thickness of 5cm show results
near T. angustula, but the best was 10x10 dimension and thickness 3.5 and 5 cm,
respectively. Hives model Fernando Oliveira / INPA are efficient for production T.
angustula, but are not suitable for T. weyrauchi.

Keywords: Amazon, Jatai, manipulation, Sustainable Production.
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INTRODUCAO

As abelhas do género Tetragonisca séo abelhas sem ferrdo de grande importancia
econémica e ecoldgica. A espécie de T. angustula tem ampla distribuicdo pelo pais
enquanto a T. weyrauchi tem distribuicdo restrita a regido Norte (CAMARGO; PEDRO,
2013).

Na meliponicultura, essas abelhas sdo promissoras, pois é a abelha que apresenta
maior potencial como agente polinizador de flores ndo polinizadas por Apis mellifera,
inclusive cultivares, por isso, é importante dar énfase especial a sua criacdo na maior
parte do Brasil e da América tropical (NOGUEIRA-NETO, 1997). No Brasil, o foco
dos produtores ainda é a producdo de mel, que nas abelhas sem ferrdo pode chegar a 5-6
litros por ano, dependendo da espécie, dos fatores ambientais e do manejo. Além do
mel, as abelhas sem ferrdo possuem outros produtos com potencial, como o pdlen, a
cera e a propolis (VENTURIERI, 2008).

A meliponicultura é uma atividade de baixo impacto ambiental, produz um
alimento de elevado nivel nutricional, e de retorno financeiro garantido, além de
contribuir para a conservacdo das abelhas e de seus habitats. A atividade pode ser
voltada para venda de coldnias, estudos cientificos, preservacao e educacdo ambiental e
paisagismo e producéo de mel dentre outros (CARVALHO-ZILSE et al., 2005).

Uma caracteristica que tem influenciado diretamente a meliponicultura é o
desmatamento. Embora a destruicdo de habitat ocorra em nivel global, a regido Norte do
pais esta sendo devastada pela expansdo da agropecuéria, exploracdo de madeira e as
queimadas que provocam a reducdo na disponibilidade de alimento e até a destruicdo
direta dos ninhos. A criacdo dos meliponarios deve ser realizada com responsabilidade
para evitar a extincdo das abelhas e, em médio e longo prazo, a extincdo da flora e fauna
que dependem direta ou indiretamente desta importante agente polinizadora (BROWN,;
OLIVEIRA, 2014).

A reducdo desses substratos promove tanto o desaparecimento local de certas
espécies, como forca a adaptacdo de outras espécies a nidificar em substrato ndo usual
(SOUZA, 2008). No entanto, o0 manejo adequado das suas coldnias depende, dentre
outros fatores, de um modelo de caixa racional que atenda as caracteristicas bioldgicas
de cada espécie e permitam o seu adequado desenvolvimento (SOUZA, 2008).

A riqueza de abelhas do género Tetragonisca é explicada pelo fato dessas serem
generalistas com relacdo a nidificagdo, sendo encontrados ninhos em diversos lugares,

como paredes de casas, tijolos e canos (SIQUEIRA et al., 2007). Essa espécie pode
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sobreviver muito bem em ambientes perturbados, bem como é bem adaptada a
ambientes urbanos (FIERRO et al., 2012).

Este estudo teve como objetivo avaliar a arquitetura dos ninhos, local de nidificacéo
e o desenvolvimento das col6nias de Tetragonisca angustula e Tetragonisca weyrauchi
no Estado de Rondodnia, utilizando diferentes espessuras e dimensfes em colmeias,
modelo Fernando Oliveira/INPA, e assim fornecer subsidios para programas de manejo

e de preservacdo da espécie.

MATERIAL E METODOS

As colonias de T. angustula (Latreille, 1811) e T. weyrauchi (Schwarz, 1943)
avaliadas foram instaladas na regido Amazonica, municipio de Alto Paraiso — Ronddnia,
altitude de 143 m, latitude: 9° 71' 42" sul, longitude: 63° 34' 81" oeste. Segundo a
classificacdo de Koppen (1978), o clima predominante na cidade de Alto Paraiso-RO é
do tipo Aw - clima tropical chuvoso. A média anual da temperatura é de 24°C a 26°C,
com temperatura maxima entre 30°C e 35°C, e minima entre 16°C e 24°C. A média
anual da precipitacdo pluviométrica varia entre 1.400 a 2.600 mm/ano, com precipitacdo
inferior a 20 mm nos meses de junho, julho e agosto um periodo seco bem definido
durante a estacao de inverno.

Todas as coldnias foram retiradas em areas rurais e antes de serem alojadas em
colmeias racionais, as coldnias foram avaliadas quanto a arquitetura dos ninhos, nimero
de discos, local de nidificacdo e 0 peso da colbnia, considerando somente 0 peso dos
discos de cria, sem invélucro e potes de alimento. O modelo de colmeia utilizado foi o
Fernando Oliveira/INPA — Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (OLIVEIRA;
KERR, 2000), pois este modelo apresenta facilidades quanto ao processo de
multiplicacdo artificial de colbénias. O povoamento das colmeias foi realizado
aleatoriamente.

Foram utilizadas caixas com dimensdes de 15x15 cm e as espessuras de 2 cm e 5
cm, com cinco repeticGes, para as duas espécies. Para T. angustula também foram
utilizadas as dimens6es de 10x10 cm com espessura de (2; 3; 3,5; 4 e 5 cm) com cinco
repeticdes e com dimensdo 12x12 cm, com espessura de 2 cm e 5 cm, com cinco
repeticdes. Todas foram confeccionadas com o mesmo tipo de madeira (Cedrelinga
catenaeformis) — cedro mara. O nimero de tratamentos foi maior para T. angustula pelo

fato ser uma espécie mais generalista quanto a nidificacdo e a maior facilidade de


http://pt.wikipedia.org/wiki/M%C3%A1xima
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captura dos ninhos. Foram avaliadas 45 colmeias de T. angustula e dez colmeias de T.
weyrauchi.

O experimento foi realizado de setembro de 2013 a agosto de 2014. Mensalmente,
as colmeias foram pesadas em balanca eletronica da marca Filizola®, modelo CS-15,
com divisdes de 05 em 05 gr. Para se obter, por diferenca, o peso das colbnias em
relacdo ao seu peso inicial. Foram realizadas observacfes quanto a produgdo de mel,
desenvolvimento da col6nia no periodo avaliado e temperatura interna do ninho.

As analises estatisticas foram realizadas para especie de T. angustula em nove
meses de observacgdes, utilizando seis tratamentos, que foram: dimensfes de 10x10 cm
com espessuras (2, 3, 3,5, 4 e 5 cm) e dimensdes de 12x12 cm com espessura de 5 cm
pelo fato de muitos dados perdidos. Porém, também foram avaliados dois meses de
observacao para T. angustula em oito tratamentos, os ja citados e os tratamentos 15x15
cm com espessura 2 e 5 cm. Para T. weyrauchi, as andlises foram realizadas para dois

meses de observagdo com os tratamentos 15x15 cm com espessura 2 e 5 cm (Tabela 1).

Tabela 1 — Descri¢do dos tratamentos com dimenséo e espessura das colmeias, modelo
Fernando Oliveira/INPA

Tratamentos Dimensdo/colmeias Espessura Espécie NUmero de colbnias
1 10x10 2 T. angustula 5
2 10x10 3 T. angustula 5
3 10x10 3,5 T. angustula 5
4 10x10 4 T. angustula 5
5 10x10 5 T. angustula 5
6 12x12 5 T. angustula 5
7 15x15 2 T. angustula, 5,5

T. weyrauchi
8 15x15 5 T. angustula, 5,5
T. weyrauchi

As analises estatisticas foram realizadas, utilizando procedimento GLM - General
Lineal Model do software Statistical Analysis System (SAS, 2012).

O modelo estatistico utilizado foi: y, =p+o, +v, +(ay), +¢,
em que:
Y, € a medida do peso da caixa k no més j e tratamento i,
u+a, +v, +(ay), éamédiado peso para o tratamento i no més j, contendo efeitos de

tratamento, meses e interagéo tratamento e meses;

g, €0 erro aleatério associado com "a caixa k que recebeu o tratamento i no més j.
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RESULTADOS
Arquitetura dos ninhos e nimero de discos

Em T. angustula foram observados ninhos com discos de 6 cm a 11 cm. Em T.
weyrauchi, o diametro médio para o tamanho dos discos foi de 11 cm (Figura 1A). A
média para o numero de disco em T. angustula foi de 9,4, enquanto que para T.
weyrauchi foi de 12,2 discos. Em ninhos de T. weyrauchi foi realizada uma observacédo
ndo registrada na bionomia da espécie, e na parte inferior dos ninhos foi encontrada uma

lixeira, onde estava depositado um grande nimero de abelhas mortas que pode ser visto

na Figura 1B.

L .

Figura 1 — (A) Discos de cria de T. weyrauchi com didmetro médio dos discos de cria
medidas de 11 cm (B) e ocorréncia de lixeira ndo relatada na bionomia da
espécie. (Fotos: Ludimilla Ronqui)

Local de nidificacéo e peso da coldnia

Das col6nias de T. angustula capturadas somente uma nao estava alojada em tronco
de arvore, foi encontrada em area de pastagem, em barranco; o tubo de entrada até o
ninho tinha a profundidade de 50 cm, em sentido horizontal. Este tubo de entrada era
formado por cerume que € caracteristico da espécie (Figura 2A). Do tubo de entrada até
0 ninho existia uma estrutura formada por cera e batume com uma coloracdo mais
escura para garantir a passagem das abelhas até o ninho. Nos ninhos encontrados em
troncos de arvores as espessuras observadas variaram de 5 cm a 12 cm vide Figura 2B.
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Figura 2 — (A) Nidificacdo em solo T. angustula (B) espessura do tronco de arvore em
nidificacdo de T. angustula. (Fotos: Ludimilla Ronqui)

Os dez ninhos de T. weyrauchi foram encontrados em arvores de Bombacaceae
(paineiras) como pode ser observado na Figura 3A e Mangifera indica L. (manga) na
Figura 3B, 20% dos ninhos foram encontrados em altura inferior a 10 m, enquanto que

80% dos ninhos foram encontrados em alturas superiores a 20 m.

Figura3 — (A) Nidificacdo de T. weyrauchi em arvore de Bombacaceae - paineira (B)
em Mangifera indica - manga. (Fotos: Ludimilla Ronqui)

Nas observacdes quanto ao peso dos ninhos em T. angustula, foi registrado o menor
peso de 50 gr com seis discos de cria, enquanto o maior peso foi de 220 gr com 13
discos de cria. A média para o peso da colénia foi de 131,3 gr e a média para 0 nimero
de discos de cria foi de 9,4. Em T. weyrauchi, o menor peso foi 170 gr com 11 discos de
cria, 0 maior peso foi de 250 gr e com 14 discos de cria. A média para o peso foi de 198
gr e a média para o numero de discos de cria foi de 12,2.

No decorrer do experimento ocorreu uma grande perda de colbnias. Em T.
angustula, mais da metade das col6nias (51%) foi perdida ao final do experimento,
enquanto que em T. weyrauchi no terceiro més de observacdo (novembro) 70% das
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colbnias foram perdidas. No quarto e quinto més (dezembro/2013, janeiro/2014)
registraram-se 100% de perda, periodo de chuvas intensas no Estado de Rondénia.

Anélises estatisticas

Nos 12 meses de experimento realizaram-se nove observagdes, em que trés nédo
foram realizadas por interferéncias climéticas, periodo de muita chuva. Nas analises de
variancia para os dados observados, no experimento com T. angustula, pode-se observar
diferencas significativas entre os tratamentos, enquanto que os valores para meses e
tratamento/meses n&o foi significativo e podem ser observados na (Tabela 2 e Figura 4).
O tratamento 5 (dimensdo 10x10 cm espessura 5 cm) foi 0 que apresentou o0 maior

desempenho durante as observacdes.

Tabela 2 — Andlise de variancia para T. angustula em nove meses de observacéao
DF Soma de Quadrado  Valor F Pr>F

quadrado meédio
Dimenséao/espessura 5 682,02 136,40 44,61 <,0001
Erro 16 48,91 3,05
Meses 8 1,08 0,13 0,60 0,7784
Meses*DE 40 7,03 0,17 0,78 0,8207
Erro (Meses) 128 28,99 0,22

*DE - Dimensdo/espessura

Média do pesa
das caftas
il

Meses

Tratamentos +s—s 1 &2=a 1 5883 e84 = I

Figura 4 — Média do peso das caixas (g) de T. angustula no periodo de setembro de
2013 a agosto de 2014 com as diferentes dimensdes e espessuras. 1 (10x10
com 2cm), 2 (10x10 com 3 c¢cm), 3 (10x10 com 3,5 cm), 4 (10x10 com 4 cm)
5 (10x10 com 5 cm) 6 (12x12 com 5 cm).
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Avaliando dois meses de observag6es (setembro e outubro/2013) pode-se constatar
que ndo ha efeito entre a dimensdo, espessura e meses para T. angustula. Os valores de
F estdo apresentados na Tabela 3, em que ocorreu diferenca significativa entre as
dimensGes e espessuras, porém ndo houve interacdo. Na Figura 5 pode-se observar que
nos tratamentos 6 e 8, os resultados foram semelhantes e tém a mesmas espessuras, mas

com dimensdes diferentes (12x12 e 15x15).

Tabela3 - Andlise de variancia para T. angustula em dois meses de observacoes
(setembro e outubro)

Soma de Quadrado
DF quadrado médio Valor F Pr>F
Dimenséao/espessura 7 26,40 <,0001
Erro 21 20,54 0,97
Meses 1 0,83 0,83 9,29 0,0061
Meses*DE. 7 0,76 0,10 1,22 0,3368
Erro (Meses) 21 1,88 0,08

*DE - Dimensao/espessura

Média do pesa
das cateas
o

10 11 12 13 14 15 156 17 1a 12 an
Meses

Tratamentos wwi ] swa2 8883 85864 wws i 46 Fr 4T b4+ §

Figura5 - Média do peso das caixas (g) do experimento com T. angustula em dois
meses (setembro e outubro) para cada um dos tratamentos. 1 (10x10 com
2cm), 2 (10x10 com 3 cm), 3 (10x10 com 3,5 cm), 4 (10x10 com 4 cm) 5
(10x10 com 5 cm) 6 (12x12 com 5 cm) 7 (15x15 com 2 cm) 8 (15x15 com 5
cm).
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Avaliando os dois meses de observacdes (setembro e outubro/2013) para espécie de
T. weyrauchi, ocorreu diferenca significativa entre as dimens@es e espessuras, porém

ndo houve interacdo, os dados estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Analise de variancia para T. weyrauchi em dois meses de observacdes
(setembro e outubro)

Soma de Quadrado
DF quadrado médio Valor F Pr>F
Dimensdo/espessura 1 366,36 366,36 1048,38 <,0001
Erro 8 2,79 0,34
Meses 1 0,08 0,08 2,19 0,1776
Meses*DE 1 0,07 0,07 1,87 0,2087
Erro (Meses) 8 0,32 0,04

*DE - Dimensao/espessura

Para criacdo de T. angustula, as espessuras foram selecionadas com base nas
observacgdes realizadas em campo quanto a nidificacdo registrada para a espécie. As
colonias se desenvolveram melhor na menor dimenséo testada (10x10 cm), e com
espessura de 3,5 cm. A perda de colbnias registrada pode ter ocorrido por varios fatores
como, por exemplo, a chuva intensa registrada no periodo do desaparecimento. E a
baixa disponibilidade de alimento, que durante o periodo de experimento optou-se por

néo oferecer nenhum tipo de suplemento alimentar.

Desenvolvimento e temperatura

As varidveis climéticas (temperatura média, maxima, minima e umidade relativa do
ar) foram comparadas com a temperatura interna dos ninhos na regido dos discos de cria
com termdmetros digitais indoor/outdoor. Foi observado que as temperaturas internas
dos ninhos independem da temperatura ambiente, pois as col6nias mantém a
temperatura para o desenvolvimento e a capacidade de termorregulacéo.

Os ninhos de T. angustula apresentaram temperatura média de 28,8°C e a
temperatura minima registrada foi de 26°C no més setembro e maxima de 32°C no més
de novembro. Em T. weyrauchi, a média de temperatura foi de 30,3°C, a temperatura
minima registrada foi de 29,8°C no més setembro e maxima de 30,6°C no més de
novembro. As maiores temperaturas externas foram registradas em outubro enquanto a
menor temperatura ambiente foi de 21°C nos meses de maio e julho.

Entre setembro a janeiro, foram observados os maiores valores para umidade

interna nas colmeias quando comparada com 0s outros meses, 0 maior valor registrado
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foi de 90% em novembro e a menor foi de 30% nos meses de junho, julho e agosto. A
umidade externa registrada foi maior em abril 89,25% e o menor indice registrado foi
em setembro 73,5%. O periodo com maior precipitacdo pluviométrica ocorreu em

dezembro, janeiro e fevereiro (Tabela 5).

Tabela 5 — Dados climaticos de temperatura do ambiente (°C), umidade relativa do ar
(%) e precipitagdo pluviométrica (mm) de 2013 e 2014

Meses Temperatura (°C) Umidade Precipitacao

minima maxima média relativa (%o) (mm)
Setembro (2013) 23,3 31,0 27,1 73,5 2,5
Outubro (2013) 23,0 33,0 24,5 82,0 51
Novembro (2013) 23,0 30,7 26,8 80,0 9,2
Dezembro (2013) 22,0 28,3 25,1 82,3 25,3
Janeiro (2014) 23,0 31,0 27,0 85,7 35,1
Fevereiro (2014) 23,0 28,6 25,8 88,5 17,2
Marco (2014) 23,3 30,0 26,6 87,5 10,8
Abril (2014) 22,6 30,1 26,3 89,2 10,3
Maio (2014) 21,0 29,2 25,1 86,0 2,5
Junho (2014) 22,6 31,8 27,2 79,0 12,8
Julho (2014) 21,1 29,4 25,2 79,5 12,2
Agosto (2014) 22,3 33,0 27,6 79,5 8,5
Minima 21,0 28,3 24,5 73,5 2,5
Maéaxima 23,3 33,0 27,6 89,2 35,1
Média 22,5 30,5 26,1 82,7 12,6

DISCUSSAO

A média para o nimero de discos nas duas espécies avaliadas foi superior (T.
angustula 9,4 e T. weyrauchi com 12,2 discos), assim como o diametro registrado
guando comparamos com outros autores. Segundo Nogueira-Neto (1997), o ninho de T.
angustula é construido em forma de disco, com uma média de sete discos de cria
sobrepostos e ligados entre si. O disco central possui, em média, 60 mm de diametro, o
disco superior e o inferior podem chegar a 20 mm de diametro.

As duas espécies T. angustula e T. weyrauchi apresentaram similaridades fisicas,
estruturais e comportamentais (CORTOPASSI-LAURINO; NOGUEIRA-NETO, 2003).
Vale ressaltar que as coldnias de T. weyrauchi apresentaram comportamento defensivo,
sendo recomendada a utilizag&o de vestimentas. Esse estudo proporcionou registrar uma
caracteristica de T. weyrauchi que ndo havia sido descrita que € a lixeira encontrada na
parte inferior do ninho, uma caracteristica importante que influencia na escolha do

modelo de caixa racional a ser utilizado.
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O conhecimento da estrutura do ninho e habitos de nidificacdo é importante, mas
para alguns ambientes ainda faltam informacdes (LIMA, 2013). As é&reas de florestas
muito afetadas por pressdes antropicas apresentam menor densidade e riqueza de ninhos
de meliponineos. Os dois principais recursos limitantes da densidade de ninhos € a
disponibilidade de locais de nidificacdo e alimento (SLAA, 2006).

Registros de nidificacdo de Tetragonisca em areas urbanas, realizados por Velez-
Ruiz et al. (2013), foram encontradas colonias em cavidades no interior de construcao
(73%) e (27%) que estavam dentro de postes de cimento e troncos de arvores. Esses
autores observaram as colonias em alturas que variaram de 0 a 250 cm (X = 38,8 cm,
55, n = 59) acima do solo e frequentemente as col6nias estavam expostas a luz solar.
Esses valores sao diferentes dos observados neste estudo para a espécie de T. angustula
em que 97% dos ninhos foram registrados em troncos de arvores.

A nidificacdo da espécie T. angustula no Estado de Ronddnia ocorre em ambientes
rurais e urbanos. A T. weyrauchi sendo uma espécie de nidificacdo aérea e com as
condi¢cdes de desmatamento na area de estudo, observou-se um ndmero pequeno de
col6nias quando comparado com T. angustula e sdo rarissimas as colénias alojadas em
ambientes urbanos. Porém, segundo Cortopassi-Laurino e Nogueira-Neto, (2003), a T.
weyrauchi registrada no estudo realizado na cidade de Xapuri no Estado do Acre, €
muito frequente. Essa espécie é localizada principalmente em forquilhas inclinadas de
arvores, beirais de telhados e, até mesmo, paredes de caixas d"agua.

As diferencas observadas para a frequéncia e o local de nidificacéo estdo associadas
ao extrativismo indiscriminado praticado ha muitos anos por toda a Amazdnia, como o
desmatamento, a destruicdo de locais de nidificacdo, a acdo dos meleiros que apenas
retiram o mel e jogam fora o resto da coldnia e 0 uso de pesticidas em areas agricolas
proximas a floresta vem fazendo com que haja diminuigdo no numero de populacdes de
abelhas sem ferréo na regido (KERR et al., 2001).

Um estudo realizado em Rondodnia, por Brown e Albrecht (2001), revelatou que a
riqueza e a abundancia dos meliponineos estdo diretamente relacionadas com a area de
cobertura vegetal e inversamente proporcional ao tamanho da area desmatada. Segundo
Brosi et al. (2008), o desmatamento &, portanto, uma grave ameaca para a conservacao
das populacdes de abelhas sem ferréo.

As condicBes ambientais influenciam ndo sé a nidificacdo, mas também o
desenvolvimento da coldnia que estd associado a oferta de alimento. Avalia¢Oes

referente ao peso médio das col6nias em T. angustula foram realizadas por Chiari et al.
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(2002), a média foi de 320,92 + 119,99 gr. Valores proximos do encontrado por Torres
et al. (2007), em que o ninho pesou 304 gr, com 11,5 cm de altura e 143 potes de
armazenamento, 82 com mel, 50 com pdlen e 11 vazios. Os valores de peso registrados
no estudo foram menores porque foi realizada a pesagem somente dos discos de cria,
ndo considerando o involucro e potes com alimento.

Uma das carateristicas observadas em T. weyrauchi que diferem das espécies do
género sdo os respiraculos, essa estrutura foi descrita por Cortopassi-Laurino e
Nogueira-Neto (2003) como aberturas que variam no tamanho e nimero de acordo com
a temperatura ambiente, € uma forma de regular a temperatura. Esses mesmos autores
realizaram observagdes em dez ninhos de T. weyrauchi, em colmeias, modelo Paulo
Nogueira-Neto - PNN (NOGUEIRA-NETO, 1997) e, em uma dessas caixas racionais, a
estrutura de um respiraculo foi construida pelas abelhas num buraco lateral superior da
caixa. Neste estudo, os autores ndo citam o tamanho da colmeia utilizada.

Considerando a grande diversidade de espécies de abelhas sem ferrdo, a escolha de
um modelo Unico para criar todos os tipos é inviavel, sendo necessario, para cada
espécie ajustes na forma e/ou dimensdes das caixas, 0 que depende diretamente da
biologia de cada espécie de abelha (VILLAS-BOAS, 2012). Vale ressaltar que a forma
e a dimensdo das caixas utilizadas para uma espécie de abelha pode apresentar
resultados diferentes de acordo com a regido, pois os fatores ambientais como
temperatura, umidade influenciam no desenvolvimento das col6nias.

Um método de multiplicacdo de coldnias recomendado ¢ o modelo de colmeia
INPA. Em estudo, essa colmeia se mostrou 100% eficiente para o aumento rapido do
namero de col6nias em meliponarios no municipio de Manacapuru/AM (CARVALHO
et al., 2002). Apesar da exploracdo comercial da meliponicultura ainda ser pequena
qguando comparada com a apicultura, o reconhecimento do melhor tipo de colmeia para
estas abelhas em uma determinada regido é importante (CHIARI et al., 2002).

O modelo Fernando Oliveira/INPA foi adequado para a espécie T. angustula.
Porém, ndo é adequado para a T. weyrauchi, sugerimos que sejam avaliadas novas
dimensOes e adaptagdes como perfuragdes na colmeia que podem ser feitas na parte
inferior, superior ou lateral, seria uma forma de facilitar a termorregulacdo, assim as
abelhas atraves das aberturas podem desenvolver os respiradculos para manutencdo da
temperatura.

Oliveira e Aidar (2006) observaram que, na regido amazonica, as colonias quando

alimentadas artificialmente apresentam desenvolvimento superior ao das submetidas
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somente & alimentacdo natural, principalmente no periodo de escassez de floradas, em
razdo das mudancas climaticas (inicio das chuvas). No estudo realizado, as col6nias
foram submetidas somente a alimentacdo natural, o local onde as colmeias foram
instaladas para o desenvolvimento do estudo é uma area rural; a regido € formada por
pequenas propriedades com predominancia de agricultura familiar.

Apesar da diversidade da flora apicola e da alta concentracéo de alimento existente
no periodo chuvoso, durante a estacdo seca, ocorre escassez de pasto apicola e,
consequentemente, de alimento para as abelhas (PEREIRA et al., 2006). A alimentacéo
artificial composta de uma solucdo de 50% de agua e 50% de mel de abelha
africanizada (DIAS et al., 2008) teve influéncia significativa no aumento da produgéo
de potes e armazenamento de alimento, no entanto, ndo teve influéncia quanto a area
dos discos de cria em abelhas sem ferrdo (Melipona subnitida). Alves et al. (2011)
relataram que as abelhas que consumiam a alimentacdo artificial, acumularam reserva
de alimento e também coletaram poélen, néctar e resina, aceitaram a alimentacdo
artificial e isso contribuiu para o fortalecimento das colonias.

Além do alimento, uma caracteristica importante para a meliponicultura é a
adaptacdo das abelhas. Segundo Chiari et al. (2002), é importante a adaptacdo das
abelhas ao tipo de colmeia, principalmente, as medidas que facilitam a termorregulacéo.
Neste estudo, os autores avaliaram diferentes modelos de colmeias com a espécie T.
angustula, na cidade de Maringd — PR, e concluiram que os modelos de colmeias
Guiliani e Nogueira-Neto seriam 0s mais recomendados para a regiéo.

No periodo do experimento, as caracteristicas das propriedades préximas foram
alteradas e ocorreu aumento no cultivo de soja (Glycine max L. Merril); e a utilizacdo
de pesticidas. Esses fatores podem ter sido um dos principais, sendo o responsavel pelo
abandono das coldnias que vale ressaltar a falta da oferta de alimentacdo artificial. O
abandono registrado em T. weyrauchi pode ter ocorrido pelos fatores citados ou ainda
pelo fato desta espécie ter um mecanismo diferente de termorregulacdo, ndo se
adaptando a colmeia racional utilizada neste experimento ou ao manejo de instalacéo e
revisdo de coldnia.

A capacidade de termorregulacdo de col6nias foi estudada por Proni e Hebling
(1996) em abelhas T. angustula e T. fiebrigi, as avalaliagbes foram realizadas durante o
inverno e no verao na area do ninho, a temperatura média observada para T. fiebrigi foi
de 28,1°C e para T. angustula 28,6°C durante o inverno. Durante o verdo, a temperatura

média observada T. fiebrigi de 29,5°C e para T. angustula 31,6°C. A temperatura



64

ambiente no mesmo intervalo do periodo foi de 10,5°C - 24,4°C (inverno) e 20,1 -
36,3°C (verdo).

Na avaliacdo térmica em T. angustula realizada na Colémbia, os autores afirmaram
que essas abelhas executam a termorregulacdo e sdo capazes de manter a temperatura
constante na area do ninho em 25,5 + 1,2°C. As temperaturas mais elevadas foram (30,3
+ 0,4°C) registradas na parte central do ninho (TORRES et al., 2007). Os resultados
desses estudos corroboram com 0s valores registrados para a espécie T. angustula do
Estado de Rond6nia, onde a temperatura minima registrada foi de 26°C e maxima de
32°C.

A temperatura interna das colonias de T. weyrauchi foi registrada somente no
estudo de Cortopassi-Laurino e Nogueira-Neto (2003), esses autores afirmam que a
temperatura interna das coldnias acompanharam as variacdes da temperatura ambiente,
permanecendo sempre proximas, registraram temperatura média em ninho habitado de
28,6°C. Essa temperatura é préxima ao que foi registrado para T. weyrauchi em
Rond6nia onde foi observada temperatura média interna maior (30,3°C). Porém, néo
podemos corroborar com a afirmacdo dos autores de que as variagdes acompanham as
variacfes da temperatura ambiente, pois a temperatura minima registrada nas col6nias
foi de 29,8°C e a menor temperatura ambiente registrada foi de 21°C.

As médias de temperatura no interior da colénia diferem entre T. angustula e T.
weyrauchi, sendo elas 28,8°C e 30,3°C, respectivamente, 0 mecanismo para manter a
termorregulacdo desta espécie sdo os respiraculos. Mas, a resisténcia a temperatura da
T. weyrauchi foi verificada por Ronqui (2016) por meio da termoestabilidade, que
avaliou a expressdo de enzimas. Estas enzimas apresentaram atividade mesmo em altas
temperaturas, e s6 foram totalmente degradadas a 60°C. Essa mesma avaliacdo foi
realizada por Stuchi et al. (2012) em T. angustula e T. fiebrigi, porém as enzimas
perderam a atividade a 54°C.

E importante ressaltar que o Estado de Ronddnia apresenta um grande ndmero de
espécies de abelhas sem ferrdo. No Estado sdo encontradas 110 espécies, no
levantamento realizado foram registradas dez novas espécies. Mas, o impacto da
agricultura e o desmatamento sobre as abelhas sem ferrdo no Estado de Rondonia,
afetam a quantidade, a diversidade e a composicdo de abelhas sem ferrdo. Brown e
Oliveira (2014) afirmaram que o desmatamento pode ter consequéncias graves para a

polinizacdo e reproducdo de ambas as plantas nativas e cultivadas.
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Venturieri (2009) relatou que para a conservacdo das abelhas sem ferrdo na
Amazonia sdo recomendadas algumas a¢ées como mais estudos sobre a sua biologia de
nidificacdo, monitorar e controlar o corte de arvores que contém cavidades naturais de
nidificacdo; estratégias de gestdo que determinem as arvores que oferecem abrigos em
potencial; informar melhor os exploradores de madeira e técnicos sobre os efeitos do
corte das arvores que possuem ninhos de abelhas sem ferrdo na reproducdo de espécies
de arvores de interesse comercial. E necessario oferecer informagc&o sobre a importancia
de manter as espécies de plantas que servem de alimento para populacdes naturais de
abelhas sem ferr&o e polinizadores em geral.

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (Conama) publicou no Diério Oficial da
Unido em 17 de agosto de 2004 a resolucdo n° 346 de 06 de julho de 2004, que
disciplina a utilizacdo de abelhas silvestres nativas, bem como a implementacdo do
meliponério. Segundo a lei complementar n°® 140, de 8 de dezembro de 2011, a
aprovacdo do funcionamento de criadouros da fauna silvestre, principalmente de
abelhas sem ferrdo bem como a sua fiscalizacdo € acdo administrativa dos Estados, por
meio desta lei é estabelecida a cooperacgdo entre a Unido, os Estados, o Distrito Federal
e 0s Municipios.

Contudo, sabe-se que somente a criacdo de uma legislagdo normativa ndo é
suficiente para preservacdo de espécies da fauna e flora nativa. E necessario, também,
um programa informativo visando a capacitacao e a sensibilizacdo. A ecologia de uma
regido é de importancia notdvel para a conservacdo das abelhas, pois promove a
preservacao das espéecies vegetais e a manutencdo da diversidade genética e, a0 mesmo
tempo, a sobrevivéncia das colonias. Hoje, sdo poucas as publicacbes que tém por

objetivo investigar o potencial econémico das abelhas sem ferréo.

CONCLUSOES
Podemos concluir que a arquitetura do ninho difere ndo sé nos respiraculos, mas
também na lixeira que foi registrada para T. weyrauchi. Quanto a nidificacdo, a
frequéncia observada é maior em T. angustula quando comparada a T. weyrauchi.
Colmeias, modelo Fernando Oliveira/INPA, sdo eficientes para produgdo em T.
angustula. Porém, essa colmeia nédo é adequada para T. weyrauchi.
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VI — CONSIDERACOES FINAIS

As espécies avaliadas apresentaram excesso de homozigotos. Os primers
microssatélites heter6logos para T. angustula e T. weyrauchi podem ser utilizados para
genética de populacdes.

A variagdo detectada com as analises de mtDNA por PCR-RFLP das duas espécies
de jatai mostrou que ha diferencas no mtDNA entre as duas espécies. Essas populacdes
estdo bem diferenciadas, permitindo observar que as populacdes tiveram padrdo
distintos de marcadores de mtDNA.

Podemos concluir que a arquitetura do ninho difere ndo s6 nos respiraculos, mas
também na lixeira que foi registrada para T. weyrauchi. Quanto a nidificacdo, a
frequéncia observada é maior em T. angustula quando comparada a T. weyrauchi.

Colmeias, modelo Fernando Oliveira/INPA, sdo eficientes para producdo em T.

angustula. Mas, essa colmeia ndo é adequada para T. weyrauchi.



