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RESUMO

Introducéo: A meliponicultura é uma atividade desenvolvida desde antes da colonizagéo do
Brasil, onde os indigenas faziam o manejo de abelhas nativas sem ferrdo. Esta atividade ao
longo dos anos foram adotadas por pequenos agricultores, visando a economia e também
seus produtos como pdlen, mel e propolis. A meliponicultura tem suma importancia para o
ecossistema, pois insetos polinizadores como as abelhas geram reproducdo de diversas
espécies de plantas, além de ser uma atividade que pode ser pauta transversal na educagédo
ambiental nas comunidades e escolas. Justificativa: Atualmente estudos voltados a genética
da conservacdo vem crescendo, gerando dados importantes na preservacdo de espécies
nativas, e no Maranhéo estudos voltados a Melipona fasciculata sé&o pouco explorados, tendo
em vista a diminuicdo da populacdo de abelhas no mundo é necessario um levantamento da
diversidade de abelhas Tiuba nativa do estado do Maranhdo. Objetivos: Analisar a
composi¢do nucleotidica, comparar a similaridade das amostras com a do banco de dados
Genbank e construir rede de haplotipos. Métodos: Foram feitas coletas de amostras dos
municipios de Barra do Corda, Chapadinha e Sdo Bento, para estudos da diversidade
genética. Posteriormente foram submetidas as amostras em PCR para verificacdo da
amplificagcdo da regido COI, que foi possivel obter nesta pesquisa, sendo a regido ND2 sem
resultados de amplificacGes, assim ndo sendo possivel as analises desta regido. Apos o
sequenciamento das 6 amostras da regido COI, tivemos: 2 amostras de Barra do Corda, 1 de
Chapadinha e 3 de S&o Bento. Resultados: Nas analises foi possivel observar uma maior
variabilidade genética dentro das populagdes e uma menor entre popula¢des, com resultado
de diferenciacdo genética moderada; com a rede de hapldtipos foi possivel observar que o
haplétipo intermediario é oriundo do municipio de Barra do Corda. Conclus@es: Ao final foi
possivel confirmar que a analise molecular a partir da regido COl mtDNA culminou nas
taxas taxonémicas de Melipona fasciculata de similaridade alta.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo; composicdo nucleotidica; rede de haplotipos;
similaridade; Tilba.

1 INTRODUCAO

Os meliponineos, popularmente conhecido como abelhas sem ferrdo, assumem um
papel importante nos ecossistemas por meio da polinizacdo (MORGADO et al., 2002). Estéo
agrupados na Classe Insecta, Hymenoptera, Superfamilia Apoidea, Familia Apidae,
Subfamilia Meliponinae, existindo duas tribos: Meliponini possui o género Melipona, onde
estd presente a Melipona fasciculata, conhecida popularmente como Tiuba, distribuida
principalmente nos estados do Para e Maranhdo (YAMAMOTO; OLIVEIRA;
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GAGLIANONE, 2014).

O manejo de abelha sem ferrdo, também conhecido como meliponicultura é uma
atividade desenvolvida pelos indigenas, logo depois pequenos produtores rurais seguidos
de médios produtores, e atualmente alcancando maior parte do territorio brasileiro devido a
sua expansdo na complementacdo da renda de muitas familias. Esta renda esta ligada aos
produtos de atividades apiculas como: o mel utilizado bastante na inddstria alimenta; a
propolis que € uma resina obtida a partir da cera, seiva das arvores e saliva de abelha; e a
cera difundida na industria de cosméticos (RIOS, 2018).

Estudos genéticos voltados para biologia de populacGes deve estar concentrado no
uso de marcadores hapléides e/ou codominantes, devido ao fornecimento de dados mais
robustos para as analises em relacdo a marcadores dominantes, dentre estes marcadores
temos o DNA mitocondrial (mtDNA) que se encaixa na categoria (FRANSCISCO, 2002). A
reducdo populacional de espécies atinge diretamente a diversidade genética da mesma, por
conta da fragmentacdo e reducdo do habitat, levando ao isolamento natural da espécie;
gerando aumento na endogamia da populacdo, deriva genética e perda da variabilidade
genética. O sequenciamento de regiGes do DNAmt tem sido uma das metodologias mais
aplicadas para a caracterizacdo desse genoma e deteccdo da variabilidade genética entre
populacdes ou espécies (FRANCISCO, 2008).

Devido ao declinio dos polinizadores, principalmente das abelhas em uma escala
global ao longo dos anos. Estudos voltados para a conservacdo de espécies nativas como a
M. fasciculata tem suma importancia para o equilibrio ecoldgico, além diversas
contribuices no ramo da economia, da saude e da educacdo ambiental (SANTQOS, 2020).
Diante disso, a necessidade de um programa afim de conservar as popula¢des dessa abelha é
crucial para os meliponicultores, baseado principalmente na sua biologia comportamental e
genético, gerando maior expectativa econdmica. Consequentemente, preservando a
biodiversidade e 0s recursos naturais, além de possiveis futuros trabalhos em melhoramento
genético. A pesquisa tem como objetivo o estudo da Melipona fasciculata por meio de
analises da diversidade genética, por meio da analise do mtDNA de colmeias oriundas dos
municipios de Barra do Corda, Chapadinha e S&o Bento.

2 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos de armazenamento, extracdo e PCR, foram feitas no Laboratorio
de Genetica e Biologia Molecular Warwick Estevam Kerr — Labwick, situado no campus da
Universidade Estadual do Maranhdo em Séao Luis. A extracdo do material genético foi feita a
partir do térax das abelhas, baseada na metodologia adaptada da técnica descrita por
Sambrook et al. (1989), de Fenol-Cloroférmio, onde o DNA gendmico foi obtido a partir do
mesossoma das abelhas coletadas. No processo foi retirada as asas, cabeca e metassoma,
utilizou-se 1 (um) toérax de M. fasciculata, onde segundo Francisco (2002), as cabegas sdo
retiradas para evitar contaminacgéo das extracfes com produtos glandulares e pigmentos dos
olhos, pois tais contaminantes poderiam interferir no processo de digestdo do DNA e na
reacdo de PCR. As sequéncias e referéncias bibliograficas de cada primer (Tabela 1), assim
como as condicbes especificas de PCR (Polymerase Chain Reaction), sdo apresentadas a

sequir.
Tabela 1. Sequéncia da regido COI.
Regido Primer Sequéncia Referéncia
F 5 GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC 3’ Bonatti, 2012
Col
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R 5’ CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTCC 3’

As condicbes de amplificacdo utilizadas para este trabalho foram: desnaturacéo
inicial por 5 minutos a 94 °C, seguida por 35 ciclos de: desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto,
anelamento 42 °C por 1 minuto e elongagéo a 64 °C por 3 minutos. Extensdo extra de 64 °C
a 10 minutos e deixado a 4°C até ser retirado do equipamento. Ap6s 0 sequenciamento as
andlises de alinhamento, correcdo e identificacdo de similaridade das sequéncias serdo feitas
no programa MEGA X v. 11.0 (KUMAR et al., 2018), pois possui diversas ferramentas como
0 CLUSTAL- W que possibilita o alinhamento multiplo, com pardmetros de penalidades
sugeridos por Schneider (2007). O arquivo gerado sera entdo convertido para o formato Fasta
e as sequéncias serdo editadas no programa MEGA X, para inspecao visual do alinhamento
produzido e possiveis corre¢bes na codificacdo das inser¢des ou delecdes presentes; O
BLAST é a ferramenta do programa MEGA X onde serd utilizada para identificar
similaridades entre as sequéncias obtidas e as disponiveis no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para cada regido génica sequenciada serdo analisados alguns indices de diversidade
genética e estes pardmetros foram comparados entre os distintos genes. Utilizando os
programas DnaSP v. 6 (ROZAS et al., 2017) e Arlequin v. 3.5.2.2 (EXCOFFIER et al.,
2010) serdo calculados os seguintes parametros de diversidade genética: diversidade
haplotipica (Hd), que estima a probabilidade de amostrarmos dois haplétipos do total
amostral e estes serem diferentes; diversidade nucleotidica (n), que representa o nimero
médio de diferencas entre duas sequéncias (por sitio) retiradas ao acaso da amostra total,
para cada populacdo; indice de fixacdo (FST), indice de fixacdo para alelos por locus, ou seja,
¢ a probabilidade de que 2 genes sejam homologos, combinados ao acaso na populacao,
ambos originarios de um gene na populacdo (WRIGHT, 1978); indice de fixacdo (FIS)
indice de fixacdo que ocorre dentro de populacéo, ou seja, é a probabilidade de que 2 genes
sejam homologos no individuo | derivado do mesmo gene de um ancestral comum dentro da
populacdo (WRIGHT, 1978); Andlise Hierarquica de Variancia Molecular (AMOVA), para
verificar a homogeneidade de um conjunto de dados, identificando assim se esta
variabilidade é estruturada entre grupos, subgrupos ou organizada dentro dos individuos.

A rede de haplotipos serd construida no programa NETWORK v. 4.6
(ENGINEERING, 2017), utilizando o algoritmo Median Joining, pois permite identificar os
haplotipos relacionados que estdo mais proximos. O dendograma seré construido tendo como
base nas distancias genéticas, pelo método de Neighbor Joining, utilizando o programa
MEGA X (KUMAR et al., 2018).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As edigdes tiveram fragmentos de 112 pb, nos quais oito sitios varidveis foram
encontrados, resultado de amplificacdo abaixo do encontrado por Bonatti et al. (2014) onde
obteve 446 pb para abelha M. subnitida no sequenciamento da regido COI apds as edi¢des.

A composic¢édo nucleotidica foi de A = 34,34%, C =17,38%, G = 7,59, T = 40,69% (Tabela
2), podendo ser observado uma maior quantidade de bases A e T, conforme esperado em
genomas mitocondriais de insetos (CROZIER; CROZIER, 1993; SIMON et al., 1994).

Tabela 2. Composicao nucleotidica do sequenciamento.
Composicao Nucleotidica

T =40,69%
A =34,34%
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G =7,59%
C=17,38
Total: 100%

As amostras foram comparadas com sequéncias de M. fasciculata disponiveis no
NCBI GenBank, sendo possivel averiguar a porcentagem de similaridade da regido
COlI das sequéncias amplificadas disponiveis (Tabela 3), foi encontrado apenas um dado
sobre M. fasciculata da regido mitocondrial no estado do Piaui, sendo esta ainda
parcialmente sequenciada. E notério que as sequencias do municipio de Sdo Bento possuem
maior similaridade, enquanto o municipio de Chapadinha apresenta menor similaridade em
relacdo a amostra do Piaui.

Tabela 3. Identificacdo molecular das sequéncias obtidas de M. fasciculata.

Morfologia | Molecular | Localidade | Cédigo | Similaridade (%)
M. fasciculata M. fasciculata Barrado Corda BDC 2 (52) 90,91%
M. fasciculata M. fasciculata Barrado Corda  BDC 3 (S3) 93,58%
M. fasciculata M. fasciculata Chapadinha CHA 7 (C7) 90,48%
M. fasciculata M. fasciculata Séo Bento SB 1 (S1) 96,43%
M. fasciculata M. fasciculata Séo Bento SB 2 (S2) 96,43%
M. fasciculata M. fasciculata S&o Bento SB 3 (S3) 96,43%

As populacbes de M. fasciculata nos municipios de Barra do Corda, Sdo Bento e
Chapadinha foram observados sitios polimorficos (S), haplétipos (h), diversidade haplotipica
(Hd) e nucleotidicas (). O ntimero de sitios polimodrficos das sequéncias obtidas foram de
14 (S), sendo ao todo 4 hapl6tipos (h) gerados no programa NEWTWORK (Figura 1), a
diversidade nucleotidica sé foi possivel para a populagdo de Barra do Corda e para o
conjunto de amostras (Tabela 4). A Hd foi 1,000 para o municipio de Barra do Corda com a
meédia interpopulacional de 0,800; a diversidade nucleotidica (x) em Barra do Corda foi de
0,528 sendo a média interpopulacional de m = 0,041 foram de 0,041. Segundo Bonatti
(2012), essa elevada diversidade haplotipica (Hd) indica que, mesmo ocorrendo degradagéo
de habitats dessas abelhas nativas, sua variabilidade genética encontra-se alta.

Tabela 4. Diversidade genética da populacdo de Barra do Corda e do total das populacoes.
indice de diversidade

Populacgdes N S h k molecular
Hd T
Barrado Corda 2 64 2 64 1,000 0,528
Populacdo total 6 4 4 5 0,800 0,041

(N) nimero de individuos; (S) numero de sitios polimorficos; (h) nimero de haplétipos; (k) nimero
médio de diferenga; (Hd) diversidade haplotipica; (1) diversidade nucleotidica.

A rede de haplotipos sugere que a sequéncia de Barra do Corda (h2) € a amostra
intermediaria entre os hapl6tipos de Sdo Bento e Chapadinha, visto geograficamente seria
impossivel que ambos os municipios estdo em media cerca de 264 quildmetros de distancia.
Isso nos remete a verificar que de alguma forma estd havendo fluxo génico com as
populacdes de M. fasciculata, e sendo a populacdo de Barra do Corda dando origem as
populacdes de Chapadinha e Sdo Bento, segundo Holanda (2015), a regido do cerrado
maranhense tem sido bastante difundida a atividade de criacdo de abelha sem ferrdo, com as
espécies Tubi (Scaptotrigona aff. postica) e Tilba (M. fasciculata), isso pode indicar que a
comercializacdo de ninhos de abelhas nativas estd sendo propagada para estes municipios,
sendo uma forma delas estarem compartilhando genes com 0s outros municipios.
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Figura 1

@ Barrado Corda
@) Chapadinha
(O Séo Bento

Rede de haplétipos.

A partir destes dados, podemos concluir que mesmo havendo compartilhamento de
hapl6tipos, é possivel observar que dentro da populagdo de Barra do Corda (FIGURA 1) esta
havendo uma distancia maior, assim sendo observado uma quantidade grande de mutacdes
ao longo da rede de hapl6tipos e também sua separacdo dos demais grupos no dendograma,
onde segundo Takahashi et al. (2001) sugerem que podem ter sido separadas recentemente,
causando um fenémeno denominado de Separacdo Incompleta de Linhagens. Portanto o
tempo de linhagem ndo é o suficiente para haver diferenciacdo genética entre as populacdes
e também devido ao fato que a meliponicultura é bem difundida no municipio de Barra do
Corda, podendo haver troca de genes e assim havendo mais mutagoes.

Foram observadas mutacdes nas sequéncias proteicas gerada para todos os hapldtipos
(Figura 2), sendo comparada a sequéncia aminoacidos entre M. fasciculata obtidas na
pesquisa com a de M. fasciculata oriunda de Teresina (PI), é notdrio observar variagcdes na
sequéncia proteica (Figura 2), essas diferencas observadas nas sequéncias de aminoacidos
indicam e identificam organismos de categoria taxonémica mais elevada (HEBERT et al.

2003).
Figura 2
S —" -l i le] =
1.82 b lH H[HIC b 1 1k k] F vLHyL|L[FmBEFF
2.B3 wiHHHILL 1 Kkl F YLHYL|LIFMEBFF
3.C7 YHHH[L L 11Kk F YLHYL|L|ILMEBFF
4.52 vHHHMEL 11 K k|| F YLHYL|L|IFmBIFF
5 51 wiHHIHML 1 K k|| F YLHYL|LIFMEBFF
§.53 wiHHIHML 1 K k|| F YLHYL|LIFMEBFF
7. Melipona fasciculata (Teresing - PI) HH HlY[v F 1 kkly ] F YLHYL[L|FMEFF

Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de M. fasciculata provenientes dos municipios de Barra
do Corda (B2 e B3), Chapadinha (C7) e S&o Bento (B1, B2 e B3) com a amostra da M. fasciculata de
Teresina — PI.

Na AMOVA, é observado os seguintes resultados de estruturacdo genética (Tabela
5), temos uma maior diversidade genética dentro de popula¢bes com 88,66% e menor
diversidade entre populagdes com 11,34%, para o indice de Fst (®) foi obtido o valor de
0,1135; para interpretacdo destes dados temos: de 0 a 0,05, pouca diferenciacdo genética; de
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0,05 a 0,15, diferenciacdo moderada; de 0,15 a 0,25, grande diferenciagdo genética; e valores
acima de 0,25 significam alta diferenciacdo genética Wright (1978) prop6s a interpretacao dos
valores do Fst, onde: de 0 a 0,05. Desse modo, as populagfes de M. fasciculata de estudo
apresentam moderada diferenciacdo genética, assim dizendo, moderada estruturacao genética,
segundo Bonatti (2012) em sua pesquisa com M. subnitida, obteve resultados diferentes onde
consta que 61,9% foi entre populacbes e 38,1% dentro de populacdo, sendo seu Fst de
0,61898, considerado alto.

Tabela 5. Andlise de variancia molecular (AMOVA) baseada nas sequéncias da regido COIl de M.

fasciculata.
Cor_npgnente da % total Variacgao () p=valor
variacao
Interpopulacional  11,34% 1,37
Intrapopulacional ~ 88,66% 10,37 01135 01857
4 CONCLUSAO

Por meio da identificagdo molecular de Melipona fasciculata obtidas a partir da
analise da regido COIl do mtDNA confirmou-se a taxonomia de M. fasciculata devido ao
indice alto de similaridade. A maior variabilidade genética foi observada na dentro da
populacdo. Houve compartilhamento de hapldtipos entre as populacbes, indicando a
ocorréncia de fluxo génico entre elas. Por meio da diversidade genética foi observado que
Barra do Corda possui maior variabilidade. Este estudo possibilitou identificar o
comportamento genético das populacGes da abelha Tilba nestes municipios.
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