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Resumo:

Este estudo teve como objetivo avaliar a diversidade genética de T.
angustula e T. weyrauchi por meio dos marcadores de microssatélites. Apos
o isolamento do DNA foram realizados testes com nove primers
microssatélites. O sucesso na amplificacdo e presenca de polimorfismo com
quatro primers: (T3-32, Mbi33, Mbi254 e Tang 77) foram selecionados para
analise das duas espécies, pois demonstraram qualidade na amplificacédo
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 FIS indicaram que ha excesso de homozigotos. As
populacdes analisadas estdo moderadamente diferenciadas, o valor
estimado de FST foi de 0,0717. Os marcadores microssatélites utilizados
nao foram eficientes em separar as duas espécies estudadas.

Introducao

Na Amazonia a presenc¢a de meliponideos é evidenciada pela grande
guantidade de artrépodes presentes direta ou indiretamente em cada arvore.
Isto demonstra a importancia destas espécies para a manutencdo e
construcao dos ecossistemas, que influenciam na diversidade, na frequéncia
relativa, na sobrevivéncia, nos limites de ocupagcéo territorial.

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior

FUNDACAO N :
T Gl
A




? Encantio Anal de wiciocoo Clentfcs juver
de 2016

' 13a 4 de outubro 4 Bt Al o Indiossi C=nlitcn

Materiais e métodos

As operérias de (T. angustula e T. weyrauchi) foram coletadas nos
municipios de Cacoal, Ji-Parana, Jaru, Ariquemes, Cacaulandia, Monte
Negro, Alto Paraiso e Porto Velho, estado de Rondbnia. O método usado
para extracdo do DNA total foi o de Yu et al. (1993) modificado. O torax
homogeneizado em tubos de 1,5mL, contendo 300mL do tampao de
extracao [200mM Tris-HCI (pH 8,0), 0,5% SDS, 250mM NaCl, 50mM EDTA e
100mg/mL proteinase K]. Ap6s uma hora de incubacdo a 65°C, foi
centrifugado durante 10 min. (10.000xg) e o sobrenadante transferido para
um novo tubo, adicionando-se igual volume de cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1), seguido por centrifugacdo a 10.000xg por 10 min. e transferéncia do
sobrenadante para um novo tubo. Apés homogeneizacdo e centrifugacéo
para separacgéo das fases, a fase superior foi transferida para um novo tubo.
O DNA precipitado por adicdo de 250mL de isopropanol gelado e incubado a
-20°C overnight. O DNA precipitado foi separado por centrifugacdo a
10.000xg por 10 min. Apés descarte do sobrenadante, o precipitado foi
lavado com 1,0mL de etanol 70% gelado e deixado secar na temperatura
ambiente. Depois de seco, o DNA foi ressuspendido por duas horas em
30uL de tampao TE (10mM Tris-HCI (pH 8,0), 1ImM EDTA), tratado com
RNAse (10pg/mL) e mantido por duas horas em temperatura ambiente e
armazenado a -20°C.
Amplificagdo dos locos microssatélites

Foram utilizadas cinco operarias de cada ninho e empregando nove
pares de primers microssatélites. Os primers foram T7-5, T3-32, Mbi33,
Mbi278, Mbi215, Mbi254, Mbi259, Tang77 e Tang 78. A reacao foi preparada
em 20uL de solucado, contendo agua, 1luL de enzima taq dna polimerase
(Platinum), 2,5mM cloreto de magnésio (MgCl,), 2,0uL tampéo da enzima
taq Platinum, 0,4mM deoxinucleotideos (dNTPs), 0,4uM primers (Foward e
Reverse), 2uL DNA - 10ng. As reagbes do PCR foram realizadas em
termocicladores Eppendorf, Applied Biosystems e Techine, conforme o
protocolo original descrito por Paxton et al. (1999), com modificacbes de
temperatura na etapa de desnaturacdo de 92°C para 94°C e tempo de
extenséo final de 30s para 45s. O processo de amplificacédo foi iniciado por
uma desnaturacéo inicial em 94°C por 3 minutos, seguida por 40 ciclos de
30 segundos a 94°C, 1 minuto a temperatura especifica para cada primer, 45
segundos a 72°C e 5 minutos a 72°C para extensdo final (Tabela 1).

O Programa Touchdown-PCR com temperatura variando de 65°C a
55°C. Desnaturagédo inicial 94°C por 1min; desnaturagdo 94°C por 1min;
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anelamento 65°C (-1°C/ciclo) por 1min; extensdo 72°C por 2min;
desnaturacdo 94°C por 1min; anelamento 65°C (-1°C/ciclo) por 1min;
extensdo 72°C por 2min; volta ao passo 2 por 9 vezes; desnaturacdo 94°C
por 1min; anelamento 55°C por 1 min; extensao 72°C por 2min; volta ao
passo 9 — 17vezes; extensao final 72°C por 2 min e imers&o a 15°C (Don et
al., 1991).

Tabela 1 — Temperaturas de anelamento especificas (E), temperaturas
usada (T)

Primers Temperaturas de anelamento
E T

T7-5 60°Ct 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°C* 55°C?

Tang 78 55°C3 55°C?

TPaxton et al. (1999); * Peters et al. (1998); ° Brito et al. (2009), Touchdown*- PCR (Don
etal., 1991).

Os produtos das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 4%, a 60v. As medidas da variabilidade genética, foram
calculadas empregando o programa Popgene 1.32 e o programa GenealLex
6.5.

Resultados e Discussao

O sucesso na amplificacdo e presenca de polimorfismo com quatro
primers: (T3-32, Mbi33, Mbi254 e Tang 77) foram selecionados para analise
das duas espécies, pois demonstraram qualidade na amplificagéo 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 o0s de
heterozigosidade observada e os valores positivos de FIS indicaram que ha
excesso de homozigotos. As populacdes analisadas estdo moderadamente

¢ iiicin @CNPg g
A

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior




13a 14 de outubro
de 2016

diferenciadas, o valor estimado de FST foi de 0,0717. A andlise de variancia
molecular indicou que 9% da variacdo ocorrem entre as populacdes e 91%
dentro das populag¢des. Analise por inferéncia bayesiana utilizando o método
de Monte Carlo via cadeias de Markov ndo separaram as duas espécies de
Tetragonisca analisadas.

Conclusbes

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

Agradecimentos
Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), nimero 482947/2013-6.

Referéncias

BRITO, R.M.; FRANCISCO, F.O.; DOMINGUES-YAMADA, A.M.T,
GONCALVES, P.H.P.; PIOKER, F.C.; SOARES, A.E.E.; ARIAS, M.C.
Characterization of microsatellite loci of Tetragonisca angustula
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini). Conservation Genetic Resource , v.1,
p. 183-187, 2009.

DON, R.H.; COX, P.T.; WAINWRIGHT, B.J.; BAKER, K.; MATTICK, J.S.
Towchdown PCR to circumvent spurious priming during gene amplification.
Nucleic Acids Research , v.19, p. 4008-4008, 1991.

PAXTON, R.J.: WEIBSCHUH, N.; QUEZADA-EUAN, J.J. G. Characterization
of dinucleotide microsatellite loci for stingless bees. Molecular Ecology, V. 8,
n. 4, p. 690-692, 1999.

PETERS, J. M.; QUELLER, D. C.; IMPERATRIZ-FONSECA, V. L.
STRASSMANN, J. E. Microsatellite loci for stingless bees. Molecular
Ecology, v .7, n. 6, p. 84-787, 1998.

YU, K. F.; DEYNZE A. V.; PAULUS, K. P. Random amplified polymorphic
DNA (RAPD) analysis. In BR Glick (ed.), Methods in plant molecular
biology and biotechnology . USA. 1993. p.287-301.

Secretaria da Ciéncia, Tecnologia
e Ensino Superior

T Gl
A




