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1. INTRODUCAO

1.1 VARIABILIDADE GENETICA EM MELIPONINI

Grande parte da flora tropical brasileira € polinizada por abelhas, com destaque
aquelas pertencentes a tribo Meliponini (abelhas sem ferrdo). Esta tribo possui ampla
distribuicdo e pode ser encontrada em todas as regides tropicais do planeta, sendo que sua
maior diversidade e abundéncia sdo encontradas na regido neotropical (Camargo e Pedro,
1992; Michener, 2007). Dos 56 géneros validos, 33 sdo exclusivamente neotropicais, com 397
espécies descritas (Camargo e Pedro, 2012). Essa tribo possui como caracteristicas marcantes
o ferrdo reduzido e o comportamento altamente eussocial (Silveira et al., 2002; Michener,
2007). Este comportamento é caracterizado pela sobreposicdo de geracdes, divisdo do
trabalho reprodutivo em um sistema de castas, cuidado cooperativo da prole e diferengas
morfolégicas entre rainhas e operarias (Wilson, 1971; Michener, 2007).

Estudos tém mostrado o importante papel ecoldgico e econémico dos Meliponini,
especialmente pela polinizacdo (Aidar, 1996; Kerr et al.,, 1996; Nogueira-Neto, 1997,
Malagodi-Braga e Kleinert, 2002; Bacelar-lima et al., 2006; Freitas et al., 2009). A
contribuicdo econdmica das abelhas sem ferrdo é reconhecida. Estima-se que cerca de mais de
60% das culturas vegetais tropicais sejam polinizadas por abelhas sem ferréo (Brosi, 2009). A
polinizagdo mediada por Meliponini provavelmente vem contribuindo com bilhdes de ddlares
para a economia tropical (Klein et al., 2007; Ricketts et al., 2008). A contribuicdo da
polinizacdo é tdo significativa que pode chegar a beneficiar em 35% o suprimento de alimento

no mundo (Klein et al., 2007).
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Ecologicamente, o0s polinizadores sdo considerados essenciais para a
biodiversidade global (Daily, 1997; Giannini et al., 2012). As abelhas possuem substancial
papel como polinizadores de plantas nativas. Pelo fato de utilizarem varios recursos vegetais,
tais como: néctar como fonte de carboidratos, poélen como fonte proteica e resinas para
construcdo do ninho, a polinizacdo ocorre muitas vezes como consequéncia (Roubik, 1992;
Velthuis, 1997). Contudo, essa interacdo inseto-planta tem sido perturbada pela degradacéo e
desmatamento das florestas, uso indiscriminado de defensivos agricolas, queimadas e mesmo
pela acdo de meleiros (Jazen, 1980; Kremen et al., 2002; Kremen et al., 2004; Ricketts et al.,

2008; Freitas et al., 2009; Potts et al., 2010; Lautenbach et al., 2012).

Apesar do reconhecido e importante papel ecolégico 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 populacBes, possibilitando tracar estratégias de conservacdo para espécies
(Couceiro et al., 2011; Ishtiaqg et al., 2011; Moutou et al., 2011). As interpretacGes de dados
genéticos devem levar em consideracdo 0s aspectos ecolégicos e comportamentais das

espécies estudadas. Dentre esses, destaco a eussocialidade e a filopatria.

O comportamento altamente eussocial causa a diminuicdo do tamanho
populacional efetivo, pois embora existam muitos individuos em um ninho, somente a rainha
e 0s maﬁ)s sdo reprodutivos. Isso teoricamente pode causar diminuigdo da variabilidade
genética.Ha uma reducdo do potencial de polimorfismo genético dado o baixo nimero de
individuos reprodutivos (Pamilo et al., 1978). Packer e Owen (2001) comparando espécies de

insetos sociais e solitarios viram que a variagdo genetica neutra nos primeiros era menor.

A filopatria € 0 comportamento que algumas espécies tém de retornar, ou mesmo
permanecer, ao seu local de nascimento para reproducdo (Hulin e Guillon, 2007). Aventa-se

que este comportamento possa ter sido a base da socialidade e cooperacdo em algumas
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espéecies de aves e mamiferos trazendo-lhes tanto beneficios sociais quanto ecoldgicos
(Marino et al., 2012). Contudo, apesar desses beneficios, a filopatria pode limitar a dispersao
agindo como um fator de estruturacdo genética. Este fato tem sido reportado para alguns
insetos sociais (Ross, 2001). Como consequéncia da baixa dispersdo temos o isolamento e a
subdiviséo populacional, levando a diminuicdo da variabilidade genética e do numero efetivo
populacional, ao endocruzamento, e a uma ac¢do mais acentuada da deriva genética (Hartl e
Clark, 2007). Geralmente se@s sexos se apresenta como filopatrico e o outro atua como
dispersor. Em alguns organismos é descrito que se a fémea é filopatrica, geralmente o macho
é o responsavel pelo fluxo génico, sendo o sexo dispersor, ou vice-versa (Bengtsson, 1978;
Whitehead, 1998; Nyakaana e Arctander, 1999; Kappeler et al., 2002; Apio et al., 2010). Este
tipo de mecanismo comportamental é positivo, pois minimiza os efeitos negativos da
filopatria descritos acima. Em abelhas sem ferrdo, alguns estudos ja mostraram que as rainhas
sdo filopatricas (Nogueira-Neto, 1954; Engels e Imperatriz-Fonseca, 1990) e que os machos

séo os dispersores (Cameron et al., 2004; Carvalho-Zilse e Kerr, 2004).

Além dos fatores comportamentais apontados acima, o sistema genético das
abelhas também pode influenciar a variabilidade genética. Todos os Hymenoptera sao
haplodiploides. As fémeas sdo diploides e os machos haploides (Whiting, 1933). Nesse
sistema ha uma diferenca no conjunto de cromossomos entre machos e fémeas. Isso faz com
que populacBes haplodiploides tenham menos c6pias génicas do que populacdes diploides,
levando a um tamanho populacional efetivo menor (Crozier, 1976). Além disso, alelos
vantajosos ou recessivos deletérios sdo constantemente expostos a sele¢cdo nos machos sendo
rapidamente fixados (para 0s vantajosos) ou expurgados (para os deletérios) (Avery, 1984;
Hedrick e Parker, 1997). Portanto, espera-se que os haplodiploides tenham uma variabilidade
genética menor do que populacbes diploides (Zayed, 2009). De fato, em comparacOes de

variacdo genética neutra entre insetos haplodiploides, Drosophila e Lepdoptera verificou-se
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ser esta menor nos haplodiploides (Hedrick e Parker, 1997; Packer e Owen, 2001). Em geral,
baixa variabilidade genética em Meliponini tem sido observada (Costa et al., 2005; Francisco
et al., 2006; Tavares et al., 2007; Carvalho-Zilse et al., 2009; Borges et al., 2010; Francisco e

Arias, 2010).

Os efeitos danosos oriundos da baixa variabilidade genética sdo conhecidos. No
entanto em abelhas, e na maioria dos Hymenoptera, existe um fator adicional: um sistema
particular de determinacdo do sexo que pode afetar negativamente a variabilidade genética. A
maioria dos Hymenoptera se reproduz por partenogénese arrenotoca, onde ovos fertilizados
dao origem a fémeas (diploides) e ovos ndo fertilizados originam machos (haploides) (Bull,
1983). Isso foi primeiramente demonstrado na vespa parasita Habrobracon juglandis, hoje
conhecida como Bracon hebetor (Whiting, 1933). No entanto, Whiting (1943) registrou em
linhagens endocruzadas dessa vespa a producdo de machos diploides, resultado discordante
com o esperado pelo sistema partenogenético. A andlise desses machos, e posteriores analises
de ligacdo génica, indicou que a determinacgdo sexual poderia estar condicionada a um Unico
I6cus genético multialélico. A partir destes dados foi proposta a hipdtese de um sistema de
determinacdo do sexo complementar denominado Complementary Sex Determination (CSD)
(Whiting, 1943). Neste sistema, fémeas sdo heterozigotas para esse l6cus e 0s machos séo
hemi ou homozigotos (Beye et al., 2003.) Hoje sabe-se que esse sistema complementar nao
ocorre somente em vespas, mas na grande maioria dos Hymenoptera (Heimpel e de Boer,
2008). Um estudo recente mostrou que o CSD é o mecanismo ancestral dentro da ordem e néo

0 complementar como se pensava (Asplen et al., 2009).

Em trés especies de abelha do género Apis foram identificados dois genes
presentes no Locus da Determinacdo Sexual (LDS): csd (complementary sex determiner) e
fem (feminizer) (Beye et al., 2003; Hasselmann et al., 2008). O gene fem também foi

identificado em duas outras abelhas: Melipona compressipes e Bombus terrestris
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(Hasselmann et al., 2008). O mecanismo molecular da determinacao sexual, bem descrito em
Apis, funciona da seguinte forma: o produto do gene csd atua no splicing do gene fem; este
codifica uma proteina que forma complexos protéicos multiméricos que agem no splicing do
gene Am-dsx (Hasselmann et al., 2008; Gempe et al., 2009). Esse gene é ortologo do gene
doublesex (dsx) presente em Drosophila e é responsavel pelo desenvolvimento sexual do
individuo (Gempe et al., 2009). Quando ha somente uma forma alélica do csd (em hemi ou
homozigose), uma proteina ndo funcional é produzida (Beye et al., 2003). Com isso, 0 RNA
mensageiro (RNAm) do fem ndo sofre splicing e apresentard um codon de parada prematuro.
Desse modo a cascata de desenvolvimento leva a formacdo de machos por defaut, visto que
nem o fem nem o Am-dsx sofrerdo splicing (Hasselmann et al., 2008; Gempe et al., 2009).
Quando hé variantes alélicas do csd (em heterozigose) uma proteina heteromérica é formada
(Beye et al., 2003). Nesse caso ela é funcional e age no splicing do fem (Hasselmann et al.,
2008). Assim 0 RNAmM nao apresentara o codon de parada prematuro, havera a traducdo desse
RNAmM em um produto funcional e a cascata de desenvolvimento de fémea seguira
(Hasselmann et al., 2008; Gempe et al., 2009). Portanto, quando ha poucos alelos segregando
em uma populacdo, a probabilidade de homozigose no LDS é maior. I@sa situagdo, o
individuo homozigoto ndo sera diferente do hemizigoto, ja que o primeiro possui duas cépias
do mesmo alelo. Portanto, mesmo sendo diploide o individuo se desenvolverd como macho
(Cook, 1993). E@l machos sdo prejudiciais para as populacbes, pois sdo estéreis e/ou
invidveis (Stouthamer et al., 1992; Agoze et al., 1994). Desse modo, eles diminuem o fitness
reprodutivo e a taxa de crescimento da colbnia e, consequentemente, o tamanho populacional

efetivo (Plowright e Pallet, 1979; Page, 1980; Ross e Fletcher, 1986; Ross et al., 1993).

Portanto, as populacfes pequenas, sujeitas a uma acdo mais severa da deriva

genética e ao aumento da probabilidade de endocruzamento (Zayed, 2009), ainda sofrem dos
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fatores genéticos adicionais que podem levar ao "Vortex de Machos Diploides” levando a

uma rapida extin¢do do ninho ou da populacdo (Zayed e Packer, 2005).

1.2 TETRAGONISCA ANGUSTULA E A MELIPONICULTURA

A criacdo de abelhas sem ferrdo para fins econémicos tem se tornado cada vez
mais popular (Imperatriz-Fonseca et al., 1984; Aidar, 1996; Chiari et al., 2002). Uma espécie
que tem sido alvo de criacdo é a Tetragonisca angustula. Essa espécie é conhecida
popularmente no Brasil como jatai. E caracterizada por possuir um corpo pequeno e delgado
de 4 a5 mm e uma corbicula extremamente pequena gque ndo ocupa toda a largura da tibia
(Figura 1) (Michener, 2007). Possui comportamento altamente eussocial e esta distribuida
desde o sul do México até o sul do Brasil (Figura 2) (Camargo e Pedro, 2012). Seu nicho
ecologico é muito peculiar, pois se trata de uma espécie que sobrevive muito bem em locais
onde ha grande nimero de coldnias de outras abelhas (Nogueira-Neto, 1997). E generalista
guanto aos habitos de nidificacdo, utilizando desde cavidades de troncos vivos ou mortos até
paredes de alvenaria e tubulacdes, ocorrendo com frequéncia em areas antropofizadas (Freitas
e Soares, 2004). A coldnia pode chegar a conter 10.000 individuos (Griter et al., 2011). E
constituida por: uma rainha, que realiza postura de até 50 ovos por dia em época de boa
florada; por zangdes, cuja funcdo é de fecundar uma rainha virgem; e por operarias, que
realizam todo o trabalho da colénia (Nogueira-Neto, 1997). E considerada como uma espécie
monoandrica, ou seja, apenas um macho fecunda a rainha (Imperatriz-Fonseca et al., 1998;
Paxton, 2000). T. angustula é a Unica espécie que possui dois tipos de operarias guardas: as
gue permanecem dentro do ninho (como nas outras espécies de Meliponini) e as que ficam

pairando préximo a entrada do ninho (Wittmann, 1985) (Figura 3). Diferencas morfologicas
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foram verificadas entre as operarias guardas externas e as forrageiras, tais como peso e
tamanho do corpo, comprimento das pernas (todos maiores nas primeiras) e tamanho da
cabeca (maior nas forrageiras) (Gruter et al., 2012). A arquitetura e organizacao do ninho séo
marcantes. Sua entrada é caracterizada por um tubo de cerume marrom-amarelado com a
extremidade apresentando bordas mais estreitas de uma cera mais clara (Freitas e Soares,
2004) (Figura 4). Internamente o ninho é constituido por favos horizontais envoltos por um
involucro de cerume disposto em varias lamelas cuja funcao € de termorregulacao (Figura 5);
¢ comum encontrar depositos de propolis dentro da coldnia, que juntamente com a cera, Sdo
utilizados para fechar buracos e construir as paredes do ninho (Campos, 1980; Kerr, 1996).

Na natureza, as col6nias se reproduzem a uma taxa de uma vez a cada dois anos (Slaa, 2006).

<——— CORBICULA

Figura 1: Operéaria de Tetragonisca angustula em voo. A seta indica a corbicula. Foto: Paulo César
Fernandes - Departamento de Ecologia - Instituto de Biociéncias - USP.
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Figura 2: Mapa das Américas indicando, em verde, a distribuicdo natural da espécie T. angustula
(modificado de Camargo e Pedro, 2012).



INTRODUGAO |9

Figura 3: Entrada do ninho de T. angustula (parte inferior & direita) e operaria guarda em voo (parte

superior a esquerda). Foto: Paulo César Fernandes - Departamento de Ecologia - Instituto de
Biociéncias - USP.

Figura 4: Vista da entrada do ninho de T. Angustula a esquerda e estrutura da entrada em forma
canudo a direita. Foto: Paulo César Fernandes - Departamento de Ecologia - Instituto de Biociéncias -
USP.
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Figura 5: Estrutura interna do ninho de T. angustula mostrando os favos horizontais circundados
pelas lamelas.

A abelha jatai produz mel de sabor muito apreciado, chegando a ser oito vezes
mais valorizado do que o mel de Apis mellifera, além de ser amplamente utilizado em
medicina popular (Imperatriz-Fonseca et al., 1984; Nogueira Neto, 1997; Freitas e Soares,
2004). Além disso, tanto o mel quanto a propolis de T. angustula possuem atividade
antibacteriana (Miorin et al., 2003; Sgariglia et al., 2010). Nos meliponarios, 0s ninhos sédo
organizados préximos uns aos outros (Figura 6) e o aumento do plantel geralmente é feito por
divisdo de coldnias (Nogueira Neto, 1997). Ainda, é comum coldnias enxamearem (divisao
natural reprodutiva) e ocuparem ninhos vazios no préprio meliponério. Dada essas
caracteristicas a pergunta que levantamos é: como essas divisfes, unidas ao comportamento
filopatrico, estdo afetando a variabilidade genética de T. angustula mantidas em
meliponarios? Nosso cenario hipotético é: populaces de meliponarios estdo estruturadas e

endocruzadas, e apresentam baixa variabilidade genética. Dado @ cenario, analisamos aqui
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a variabilidade genética de amostras de T. angustula oriundas de meliponarios por meio de

marcadores moleculares.

Vs 2 : P L, S ool SN A S ]

Figura 6: Dois tipos de alocacdo de ninhos de T.angustula em meliponarios. Foto a esquerda
disponivel em: http://meliponarioabelhasdosul.webnode.com/meliponario-ab-do-sul-04. Foto a direita:
Fernando  Oliveira, disponivel em : http://criacaodeabelhassemferrao.blogspot.com.br
/2010/09/meliponario-matriz-do-santa-cruz.html.

1.3 MARCADORES MOLECULARES

1.3.1 Microssatélites

Os marcadores moleculares do tipo microssatélite sdo ideais para estudos
genético-populacionais, como no cenario descrito acima, ja que apresentam heranca
biparental e os seus lécus sdo altamente polimorficos. Os microssatélites sdo sequéncias de
DNA repetidas em tandem. As repeticdes podem variar de uma a seis bases de comprimento

(Hancock, 1999). Os microssatélites sdo classificados em quatro grupos:


http://meliponarioabelhasdosul.webnode.com/meliponario-ab-do-sul-04
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1) perfeitos (ACACACACACAC), quando ndo ha interrupcdo na sequéncia;
2) imperfeitos (AGAGAGTGAGAG), quando ha interrupcao por uma base na sequéncia;

3) interrompidos (AGAGCCCAGAG), quando ha interrupcdo por um pequeno numero de

bases na sequéncia;
4) compostos (GAGAGAATATATAT), quando ha dois ou mais microssatélites adjacentes.

A eficiéncia desses marcadores vem do alto polimorfismo, seletividade neutra,
codominancia e segregacdo do tipo Mendeliana (Hillis et al., 1996; Strassmann et al., 1996;
Sunnucks, 2000). Sdo amplamente utilizados em estudos de mapeamento génico, relacdes de
parentesco (Chakraborty e Kimmel, 1999), variacdo intraespecifica (Moritz e Hillis, 1996),
hibridacdo, historia populacional e filogeografia (Maletzky et al., 2008; Sakaguchi et al.,

2012; Weckworth et al., 2012; Zhai et al., 2012).

Sua primeira utilizacdo em estudos de estrutura genética de populacdes de abelhas
ocorreu em 1995 (Estoup et al., 1995), envolvendo nove populacdes de Apis mellifera
pertencentes a sete subespécies africanas e européias. Os primeiros microssatélites de
Meliponini foram descritos em 1998 para a espécie Melipona bicolor (Peters et al., 1998).
Desde esta primeira descricdo para abelhas sem ferrdo, os microssatélites vém sendo
amplamente utilizados, especialmente em estudos de variabilidade genética. Alguns destes
estudos em Meliponini detectaram baixa variabilidade, estruturacdo genética e
endocruzamento (Francisco et al., 2006; Tavares et al., 2007; Carvalho-Zilse et al., 2009;
Borges et al., 2010). Todavia, as conclusdes foram feitas a partir de resultados obtidos com o
uso de primers heteroespecificos. 1sso pode enviesar os resultados no sentido de indicar baixa
variabilidade genética, visto que em geral a variabilidade genética detectada com o uso de
primers homoespecificos é maior, especialmente devido ao maior sucesso na amplificacéo

dos alelos e a menor suscetibilidade a ocorréncia de alelos nulos (Pépin et al., 1995; Francisco
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et al., 2006). Em abelhas sem ferrdo, I6cus de microssatélites foram isolados e caracterizados
para 13 espécies: Melipona bicolor (Peters et al., 1998), Scaptotrigona postica (Paxton et al.,
1999a), Trigona carbonaria (Green et al., 2001), Nannotrigona testaceicornis (Oliveira et al.,
2009), Tetragonisca angustula (Brito et al., 2009), Melipona seminigra (Francini et al.,
2009), Melipona rufiventris (Lopes et al., 2009), Melipona mondury (Lopes et al., 2010a),
Melipona interrupta (Francini et al., 2010), Plebeia remota (Francisco et al., 2011),
Frieseomelitta varia (Gongalves et al., 2011), Scaptotriona xanthotricha (Duarte et al., 2012)

e Scaura latitarsis (Francisco et al., 2013).

1.3.2 DNA mitocondrial

O DNA mitocondrial (DNAmt) é bastante utilizado como marcador molecular em
estudos filogenéticos, filogeograficos e caracterizacdo de populacbes, espécies e subespécies
(Harrison, 1989; Kocher et al., 1989; Hall, 1991; Francisco et al., 2001; Hebert et al., 2003;
Brito e Arias 2010; Francisco e Arias, 2010; Ishtiaq et al., 2011). Nos animais a molécula de
DNAmt é bem peculiar, pois apresenta tamanho pequeno (16Kb), estrutura génica simples
(auséncia de introns, de DNA repetitivo, de pseudogenes, de elementos transponiveis e as
regides intergénicas quando presentes sé@o pequenas), auséncia de recombinacdo (com raras
excecOes) e 0 modo de heranga é, na maioria dos organismos, materna (Brown, 1985; Moritz
et al., 1987; Galtier et al., 2009). O contetdo génico é bastante conservado, consistindo de
dois genes para subunidades ribossémicas (12S e 16S), 22 para os RNA transportadores, trés
para as subunidades da enzima citocromo c¢ oxidase (COI, Il e 1ll), um para o citocromo B
(CytB), dois para as subunidades da ATPase (ATPase 6 e 8) e sete para as subunidades da
NADH desidrogenase, além de uma regido ndo codificadora, rica em A+T, responsavel pela

origem de replicacdo e transcricdo da molécula (Wolstenholme, 1992). A taxa de evolugédo do
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genoma mitocondrial é até 10 vezes maior que a taxa de um gene nuclear de cdpia Unica,
apesar de, em algums organismos, 0s genes mitocondriais apresentarem a mesma taxa de
evolucdo dos genes nucleares de copia unica (Brown et al., 1979; Pietromonaco et al., 1986;
Powell et al., 1986; Moritz et al., 1987). No Brasil, o primeiro estudo de caracterizacdo
molecular do DNAmMt em abelhas ocorreu em 1990, para as linhagens de Apis mellifera
africanizada e européia (Arias et al., 1990). Polimorfismos do DNAmt também foram
bastante validos em estudos de caracterizacdo ao nivel inter e intra-especifico de A. mellifera
(Moritz et al., 1986; Hall, 1991; Sheppard et al., 1994; Zamora et al., 2008; Mufoz et al.,
2009; Ozdil et al., 2009). Em Meliponini, os estudos empregando o0 DNAmt s&o mais recentes
e abordam anélises filogenéticas (Rasmussen e Cameron, 2007; Rasmussen e Camargo, 2008;
Ramirez et al., 2010; Rasmussen e Cameron, 2010), filogeograficas (Batalha-Filho et al.,
2010), caracterizacdo molecular do DNAmt, variabilidade e diferenciacdo genética (Francisco
et al., 2001; Weinlich et al., 2004; Brito e Arias, 2005; Moretto e Arias, 2005; Silvestre e
Arias, 2006; Barni et al., 2007; Quezada-Euan et al., 2007; Silvestre, et al., 2008; Torres et
al., 2009; Brito e Arias 2010; Francisco e Arias, 2010; Itza et al., 2010; Koling e Moretto,
2010; Thummajitsakul et al., 2011). No entanto, estudos empregando analises do DNAmt
para estudos populacionais e evolutivos em T. angustula ainda séo escassos (Moretto e Arias,

2005; Koling e Moretto, 2010).
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2. OBJETIVOS

O objetivo central deste trabalho foi analisar a variabilidade genética de
Tetragonisca angustula provenientes de meliponarios, comparar os dados com o0s de
populacbes naturais, e fazer uma correlacdo da variabilidade genética com as préticas de
meliponicultura que forem conhecidas para cada meliponario amostrado. Para isso cumprimos

as seguintes metas:

» Analisar a variabilidade do DNA nuclear das amostras por meio da analise

de nove locus espécie-especificos de microssatélites;

» Analisar a variabilidade do DNA mitocondrial das amostras através do

sequenciamento de um trecho dos genes Citocromo Oxidase subunidade |

(COl) e Citocromo B (CytB);

» Determinar os hapl6tipos mitocondriais e suas relacdes genéticas;

» Inferir a existéncia e a diregédo do fluxo génico;

» Inferir o nivel de endocruzamento nos meliponarios;

» Inferir o nimero de ninhos fundadores nos meliponarios.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL BioLOGICO

Foram visitados nove meliponarios localizados nos estados de Séo Paulo e Parana
(Figura 7). Entre 45 e 50 ninhos de Tetragonisca angustula por meliponario foram
amostrados. Um individuo por ninho foi utilizado nas andlises, totalizando 430 individuos. Os
dados da amostragem estdo resumidos na tabela 1. As abelhas foram mantidas a -80°C até a
extracdo do material genético. Foram coletados 100 individuos na natureza, na regido de S&o
Sebastido (SSB), litoral norte do estado de Séo Paulo (50 individuos) e em cidades no entorno
do Parque Nacional do Iguacu (PNI) (Tabela 2), no estado do Parana (50 individuos) (Figura

7). A distancia geogréafica aproximada entre todos 0s grupos amostrais € dada na tabela 3.

-21.000
-21.000

-24.000
-24.000

-27.000

-52.000 -48.000

-27.000

Figura 7: Localizacdo dos 11 locais amostrados nos estados de Sao Paulo e Parana. 1-PED:
Pedreira; 2-SHE1 e 3-SHE2: Santa Helena 1 e 2; 4-MCR1 e 5-MRC2: Marechal Candido Rondon 1
e 2; 6-ERO: Entre Rios do Oeste; 7-SMI: Sao Miguel do Iguacu; 8-CUR: Curitiba; 9-AMP: Amparo;
10-SSB: S&o0 Sebastido; 11-PNI: Parque Nacional do Iguacu.



Tabela 1: Nome dos municipios, sigla das amostras naturais e meliponarios visitados e nimero
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de ninhos e individuos amostrados por meliponario e amostras naturais, respectivamente.

Municipios

Ninhos/Individuos

Pedreira-SP (PED)
Santa Helena-PR (SHE1)
Santa Helena-PR (SHE?2)

Marechal Candido Rondon-PR (MCR1)
Marechal Candido Rondon-PR (MCR2)

Entre Rios do Oeste-PR (ERO)
S&o Miguel do Iguagu-PR (SMI)
Curitiba-PR (CUR)

Amparo-SP (AMP)

Séo Sebastido (SSB)

Parque Nacional do Iguacu (PNI)

50
45
50
45
50
50
50
45
45
50
50

Tabela 2: Numero de individuos de Tetragonisca angustula coletados por cidade do

entorno do Parque Nacional de Iguagu—PR.

Municipios Nuamero de individuos coletados
Capanema 3
Capitdo Lednidas Marques 3
Céu Azul 17
Foz do Iguacu 8
Lindoeste 4
Matelandia 3
Santa Lucia 1
Santa Tereza do Oeste 5
Séo Miguel do Iguacu 5
Serrandpolis do Iguacgu 1

Tabela 3: Distancia geografica aproximada em quildmetros par a par entre os meliponarios e

amostras naturais.

PED SHE1 SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB
PED
SHE1 790,8 Q
SHE2 817,0 ,
MCR1  765,1 56,8 65,2
MCR2 770,7 38,2 56,8 11,7
ERO 7932 31,2 382 303 252
SMI 8125 5020 31,2 852 643 64,3
CUR 401,8 802,0 502,0 4743 4726 497,5 4865
AMP 214 9227 8020 7538 7535 7755 7940 3920
SSB 1793 40,0 922,7 890,0 8832 9040 909,7 4450 1891
PNI 7755 691 400 863 758 790 40,6 450,8 7580 873,6
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3.2 EXTRACAO DE DNA

O DNA total foi extraido pelo método Chelex® 100 (Bio-Rad, Herts, Reino
Unido) de acordo com Walsh et al. (1991). O térax de um individuo por ninho foi levemente
macerado em 400 pl de Chelex 10%, incubado por 30 min. a 56 °C, vortexado por 10 seg.,
incubado novamente por 5 min. a 100 °C e vortexado por 10 seg. A solugéo foi centrifugada a

14.000 rpm por 3 min. e estocada a -20 °C. O sobrenadante foi usado para as rea¢oes de PCR.

3.3 MICROSSATELITES

3.3.1 Amplificacao dos lécus

Para as reacOes de amplificacdo dos l6cus de microssatélites foi utilizado 1 ul da
extracdo de DNA Chelex. Nove lécus homoespecificos foram amplificados (Tang03, Tangl11,
Tangl2, Tangl7, Tang57, Tang60, Tang65, Tang68, Tang70) (Brito et al., 2009). A estratégia
para as reacdes de PCR utilizada aqui foi primeiramente descrita por Schuelke (2000), em que
os primers forward sdo desenhados com uma sequéncia adicional de oligonucleotideos (5°-
TGT AAA ACG ACG GCC AGT-3’) acoplados em sua extremidade 5°. Durante as reacgoes
de amplificacdo essa sequéncia adicional é incorporada ao amplicon. Nas reacfes posteriores
os primers forward sdo substituidos por um primer com a mesma sequéncia do
oligonucleotideo adicional, marcado na sua extremidade 5° com os fluoréforos 6-FAM™
(Integrated DNA Technologies), HEX™ (Integrated DNA Technologies) ou NED™ (Applied
Biosystems). Assim os fragmentos gerados nas reacfes de amplificacdo posteriores se tornam

marcados com um desses trés fluoréforos.
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As reacOes de PCR foram realizadas segundo descrito em Francisco et al. (2011),

em que a mistura de PCR (volume final 5 pl) continha: tampdo de PCR 1x, 200 uM de

dNTPs, 2 mM de MgCl,, 0,125 uM do primer marcado com um dos fluoréforos, 0,0125 uM

do primer forward com a sequéncia adicional, 0,125 uM do primer reverse, 1% de glicerol e

0,5 U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, EUA). Os locus foram amplificados em ciclos

especificos de PCR, descritos na tabela 4.

Tabela 4: Ciclo de PCR para cada l6cus de microssatélite amplificado em Tetragonisca angustula.

Locus

Ciclo de PCR

Tangl12

Tang70

Desnaturacéo a 94°C/3 min.; 35 ciclos de: desnaturacdo a 94°C/30 seg., hibridacao
a 53°C/1 min. e extensdo a 72°C/1 min.; extensdo extra a 72°C/ 10 min.

Tang03

Tang57

Desnaturacdo a 94°C/3 min.; 6 ciclos de: desnaturacdo a 94°C/30 seg., hibridacdo
a 59°C/30 seg. e extensdo a72°C/30 seg.; 6 ciclos de: desnaturacdo a 94°C/30 seg.,
hibridacdo a 58,5°C/30 seg. e extensdo a72°C/30 seg.; 6 ciclos de: desnaturacdo a
94°C/30 seg., hibridacdo a 57°C/30 seg. e extensdo a72°C/30 seg.; 6 ciclos de:
desnaturacdo a 94°C/30 seg., hibridacdo a 56,5°C/30 seg. e extensdo a72°C/30
seg.; 6 ciclos de: desnaturacdo a 94°C/30 seg., hibridacdo a 56°C/30 seg. e
extensdo a72°C/30 seg.; 6 ciclos de: desnaturagdo a 94°C/30 seg., hibridagédo a
55,5°C/30 seg. e extensdo a72°C/30 seg.; 6 ciclos de: desnaturacdo a 94°C/30 seg.,
hibridacdo a 55°C/30 seg. e extensdo a72°C/30 seg.; e extensdo extra a 72°C/ 5
min.
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Tangll

Tangl7

Tana60 Desnaturacdo a 94°C/3 min.; 35 ciclos de: desnaturacéo a 94°C/30 seg., hibridacao
g a 60°C/1 min. e extensédo a 72°C/1 min.; extensdo extra a 72°C/10 min.

Tang65

Tang68

Apds a amplificacdo o produto de PCR foi diluido em agua ultra pura e
adicionado a uma solucdo com Formamida HI-DI™ (Applied Biosystems, EUA) e o
marcador de peso molecular GeneScan™ 500 ROX™ (Applied Biosystems, EUA), de acordo
com o recomendado pelo Servigo de Sequenciamento do Centro de Estudos do Genoma
Humano (CEGH) do IB-USP. Essa mistura foi submetida a eletroforese no sequenciador
automatico  ABI-3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, EUA) do Servico de
Sequenciamento do CEGH. A visualizacdo dos fragmentos amplificados foi realizada através
do programa GENEMARKER V1.85 (Softgenetics, EUA). Através do mesmo programa foi
realizada uma genotipagem automatica com posterior checagem visual. Para identificar os
erros tipogréaficos, a taxa de erros de genotipagem e a presenca de alelos nulos foi utilizado o

programa MICRO-CHECKER 2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004).

3.3.2 Anélise dos dados

Para os calculos da taxa de heterozigose esperada (He) e observada (Ho),

frequéncia alélica, nimero médio de alelos por l6cus (Na), nimero efetivo de alelos (Ne) e


https://products.appliedbiosystems.com/ab/en/US/adirect/ab?cmd=catNavigate2&catID=601899
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porcentagem de locus polimorficos a 95% e 99% foi utilizado o programa GENALEX 6.41
(Peakall e Smouse, 2006). Devido a diferenca no nimero amostral foi realizada a rarefacao do
nimero médio de alelos por lécus através do programa HP-RARE (Kalinowski, 2005). Para
verificar se 0 nimero medio de alelos rarefeito (Nar) por l6cus e 0 numero efetivo de alelos
(Ne) diferia significativamente entre os grupos amostrais, foi realizado o teste U de Mann-
Whitney (Mann e Whitney, 1947) através do programa GENALEX 6.41 (Peakall e Smouse,
2006). Neste trabalho utilizamos como medidas de diversidade genética o Nar e o Ne. Jost
(2006), (2007) e (2008) discute o uso de medidas de diversidade que ele chama de
tradicionais como a taxa de heterozigose (H). O autor compara, num modelo teorico, a
adequabilidade do uso do H em relacdo ao que ele chama de "verdadeira medida de
diversidade™, no caso o Ne, para estabelecer estratégias de conservacdo. Em sua interpretacédo
o Ne nos diz a "real" diversidade contida em cada populacdo e quanto cada subpopulagédo
contribui para a diversidade total. Neste sentido o Ne é uma medida de diversidade linear,
fornecendo o que seria uma "quantidade de diversidade real”, o que ndo ocorre com H.
Segundo o autor, H ndo possui uma interpretacdo linear e quantitativa como buscamos em
estudos de variabilidade genética (para mais detalhes acessar o0  site:
http://www.loujost.com/Statistics and Physics/Diversity and Similarity/PopGen.htm). Outra
vantagem do Ne é que o0 peso estatistico dado a cada subpopulacdo é igual, assim ele ndo

depende do tamanho amostral.

O teste exato do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado de duas formas: para
cada lécus por populacéo e global. O teste global é feito por combinacéo dos valores P de
todos os testes individuais através do método de Fisher, gerando um resultado por populagéo.
Para esses testes foi utilizado 10.000 desmemorizacdes, 10.000 lotes e 100.000 iteracGes por
lote. Um segundo teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizado com hipotese

alternativa de Deficiéncia de Heterozigotos. Esse teste e feito através do score U test de
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Rousset e Raymond (1995) e ndo por combinacdo de valores P. Para o teste global, com a
mesma hipdtese alternativa de Deficiéncia de Heterozigotos, foi realizado o Multisample
score U test (Rousset e Raymond, 1995), gerando um valor P por populacdo. Para esses
testes foram utilizados 10.000 desmemorizacBes, 10.000 lotes e 100.000 iteracdes por lote.
Todos os testes de Equilibrio de Hardy-Weinberg foram feitos através do programa GENEPOP
4.1.4 (Rousset, 2008). O nivel de significancia estabelecido para todos os testes foi de 5%.

Os valores P obtidos pelo Método da Cadeia de Markov nos testes exatos do
Equilibrio de Hardy-Weinberg foram ajustados com base no teste Sequential Goodness of Fit
(SGoF) (Carvajal-Rodriguez et al., 2009) pelo programa SGoF+ v7.2 (Carvajal-Rodriguez e
Una-Alvarez, 2011). Ele apresenta vantagens em relacdo a outros métodos de corre¢do, pois
aumenta o seu poder estatistico com o aumento do namero de testes realizados (Carvajal-
Rodriguez et al., 2009).

Para se obter a estimativa de diferenciacdo populacional foi calculada a
diferenciacdo genética de Jost (Dest) (Jost, 2008) para todos os pares de popula¢des com 1.000
réplicas de Bootstrap. O D foi obtido através do programa SmocD v1.2.5 (Crawford, 2010).
Para a melhor visualizagdo dos resultados foi realizada uma Anaélise de Coordenadas
Principais (PCA) atraves do programa GENALEX 6.41 (Peakall e Smouse, 2006), com o
algoritmo descrito por Orloci (1978).

A estruturacdo populacional também foi inferida pelo modelo de agrupamento
probabilistico de individuos, sem levar em consideracdo a origem populacional dos mesmos.
Esta analise foi realizada pelo programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchard et al., 2000), admitindo-
se 0 modelo de frequéncias alélicas correlacionadas (Falush et al., 2003) e 0 modelo de
ancestralidade miscigenada. O programa foi configurado para 1.000.000 de iteragdes depois
de uma simulacdo inicial de 100.000 iteracbes. A estimativa do nimero de populacGes

estruturadas (K), foi realizada com 10 repeti¢fes para K = 1 a 11. O melhor K foi estimado de
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acordo com método descrito por Evanno et al. (2005) através do programa STRUCTURE
HARVESTER 0.6.92 (Earl e VonHoldt, 2012). O programa CLumpp 1.1.2 (Jakobsson e
Rosenberg, 2007) foi utilizado para alinhar as 10 repeticdes geradas pelo STRUCTURE. O
programa DisTRuUCT 1.1 (Rosenberg, 2004) foi utilizado para exibir graficamente os
resultados produzidos pelo CLUMPP.

O coeficiente de endocruzamento (Fis) por populacdo segundo Weir e
Cockerham (1984) foi obtido através do programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010)

com 10.100 permutacdes.

3.4 DNA MITOCONDRIAL

3.4.1 Sequenciamento

Para a amplificacdo das duas regi6es do genoma mitocondrial (COIl, CytB) foram
utilizados dois pares de primers derivados do genoma mitocondrial de insetos (UBC Insect
Mitochondrial DNA Primers Kit) (Simon et al., 1994) (Tabela 5). A mesma extracdo de DNA

utilizada para os microssatélites foi utilizada para a amplificacdo dos genes do DNAmt.

As reacOes de PCR foram realizadas com tampédo de PCR 1x, 3 mM MgCl,, 4
uM de cada primer, 200 uM de dNTPs, 1 M de Betaina (USB, EUA) e 1 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, EUA). A solucio foram adicionados 2 ul de DNA molde e o volume
final completado para 20 ul com &gua bidestilada e autoclavada. Cada reagdo de PCR,

inicialmente, foi submetida a uma desnaturacdo a 94°C/5 min., seguida de 35 ciclos de
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[desnaturacdo a 94°C/1 min., hibridacdo a 42°C/80 seg. e extensdo a 64°C/2 min.]. No final

foi realizada uma extensdo extra a 64°C/ 10 min.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de agarose 0,8% e corados
com GelRed™ (Biotium, Inc., EUA). Posteriormente foi realizada uma purificacéo
enziméatica com ExoSAP-IT® (USB) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Os
fragmentos purificados foram enviados para o servi¢o de sequenciamento da Macrogen Inc.
(Seul, Coreia do Sul). Apenas a fita forward de cada regido foi sequenciada.

As sequéncias foram visualizadas, editadas e alinhadas (com nimero maximo de
oito repeticdes), através do algoritmo Muscle (Edgar, 2004) dentro do programa GENEIOUS
5.4 (Drummond et al., 2011). Para verificar se havia cédons de parada, as sequéncias geradas
foram traduzidas. Posteriormente as duas sequéncias mitocondriais foram concatenadas.
Tanto a traducdo quanto a concatenacao das sequéncias foram realizadas através do GENEIOUS

5.4 (Drummond et al., 2011).

Tabela 5. Pares de primers para amplificagcéo de regi6es do genoma mitocondrial de T. angustula.

Pares de primers Sequéncia do primer Genes
MtD6 (F) 5’GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC3’
+
Col
MtD9 (R) 5’CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC3’
MtD26 (F) 5> TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 3’
+
CytB
MtD28 (R) 5" ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT 3’

F: Foward;R: Reverse
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3.4.2 Analise dos dados

O numero de haplétipos e sitios polimorficos e a diversidade haplotipica (Hd) e
nucleotidica (r), de acordo com Nei (1987), para todos os grupos amostrais foram obtidos
através do programa DNAsP v.5.10 (Librado e Rozas, 2009). A frequéncia dos hapldtipos foi
obtida pelo programa ARLEQUIN 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). Neste trabalho utilizamos
como medidas de diversidade genética os indices Hd ¢ w. Para verificar se o tamanho amostral
influenciava Hd e & foi realizado um teste estatistico de correlacdo através da analise de
regressdo linear no Microsoft® Excel 2010. A correlacdo s6 foi considerada quando
significativa (P<0,05).

A rede de inter-relagdes haplotipicas foi construida com o algoritmo Median
Joining (Bandelt et al., 1999) a partir dos dados gerados pelo DNASP, através do programa
NETWORK Vv4.6.10 (www.fluxus-engineering.com). Para a analise da estrutura populacional
foram realizados: o teste de diferenciacdo genética de Jost (Dest) (Jost, 2008) a partir da
frequéncia dos haplétipos, e a Anélise de Variancia Molecular (AMOVA). O primeiro teste
foi realizado através do programa SmMoGD v1.2.5 (Crawford, 2010) e o segundo através do
ARLEQUIN 3.5. Para a melhor visualizacdo dos resultados foi realizada uma Analise de
Coordenadas Principais (PCA) através do programa GENALEX 6.41 (Peakall e Smouse, 2006),
com o algoritmo descrito por Orloci (1978). A anélise de regresséo linear também foi usada

para verificar a correlacdo entre distancia geografica e Des:.
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4. RESULTADOS

Os dados brutos das andlises dos lécus de microssatélites e do DNAmt estdo

apresentados na se¢do Apéndice, em Apéndice A e B, respectivamente.

4.1 MICROSSATELITES

4.1.1 Variabilidade genética

Todos os nove locus de microssatélites amplificados foram polimorficos em
ambos os critérios, 95 e 99%. Devido ao fato desses l6cus terem sido analisados em amostras
naturais e nenhum desequilibrio de ligacdo ter sido detectado (Francisco, 2012), nédo
realizamos este teste em nossas amostras de meliponarios. A matriz de gendtipos, a frequéncia
alélica para cada l6cus por meliponario e amostras naturais, e 0 nimero de alelos (Na), a
heterozigose esperada e observada estdo sumarizadas nos apéndices A-1, A-2 e A-3,
respectivamente. Os resultados do nimero de alelos rarefeito (Nar) por I6cus, e do nimero
efetivo de alelos (Ne) por I6cus sdo apresentados nos apéndices A-4 e A-5, respectivamente.
O teste U de Mann-Witney mostrou que em relacdo ao Nar, os meliponarios ndo sao
estatisticamente diferentes entre si e nem as amostras naturais (P>0,05) (Apéndice A-6). De
acordo com a figura 8 ndo houve nenhuma correlagdo significativa (R?=0,0292 P=0,616)
entre Ne e tamanho amostral. As comparacdes entre os valores de Ne para todos os
meliponarios e amostras naturais realizadas no teste U de Mann-Witney mostraram 0s

mesmos resultados obtidos para Nar (Apéndice A-7).
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Figura 8: Relac&o entre tamanho amostral e nimero médio de alelos efetivos ( @ Ne). Correlagéo
nao significativa (P>0,05).

A tabela 6 apresenta o Nar médio rarefeito e 0 Ne médio por populacéo, assim
como a heterozigose observada (Ho) e esperada (He) segundo o Equilibrio de Hardy-
Weinberg. As relacbes de Nar e Ne médio entre todos os meliponarios e amostras naturais
podem ser melhor visualizadas na figura 9. Os valores de Ho e He encontrados nos
meliponarios de Sdo Paulo ndo apresentaram diferencas em relacdo a SSB, assim como 0s
meliponarios do Parand em relacdo a PNI. Os valores de F;s com seus respectivos valores P
por populagdo sdo apresentados na tabela 6. Foi realizado um teste de significanica estatistica
para verificar se os valores de Fs observados ndo séo diferentes de zero. Os resultados
mostraram que AMP, CUR, MCR1 e SSB apresentaram P>0,05, ou seja, seus valores de Fis
ndo séo diferentes de zero. O valor de Fs para PNI foi maior do que para SSB, acima de 0,1.
Logo, dentre os meliponarios que apresentaram Fs diferente de zero, somente PED e SHE?2

apresentaram valores baixos em comparacdo com PNI. Os valores de Fis observados em
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MCR2, ERO, SMI e SHE1 foram similares aos de PNI, portanto também foram considerados

altos.

Tabela 6: Nimero médio de alelos rarefeito (Nar), Niumero médio de alelos efetivos (Ne),
Heterozigose observada (Ho) e esperada (He) segundo o Equilibrio de Hardy-Weinberg e Fis com o
valor P (entre paréntesis) por meliponério e amostras naturais.

AMOSTRAS Nar Ne Ho He Fis
PED 951 (+152) 4,910 (£1,209) 0,660 (£0,078) 0,685 (x0,071)  0,0463 (0,0415)
SHE1 8,00 (+1,79) 3,527 (+1,024) 0,496 (+0,075) 0,607 (+0,058)  0,1937 (0,0000)
SHE2 742 (+1,78) 2,889 (0,622) 0,542 (+0,060) 0,571 (+0,053)  0,0604 (0,0280)
MCR1 7,56 (+1,60) 3,073 (x0,913) 0,546 (x0,076) 0,555 (+0,059)  0,0273 (0,2180)
MCR2 758 (+1,43) 3,046 (x0,879) 0,489 (x0,071) 0,542 (+0,065)  0,1073 (0,0005)
ERO 6,91 (+1,58) 2,841 (+0,883) 0,440 (+0,054) 0,496 (+0,075)  0,1237 (0,0001)
SMI 7,73 (+1,93) 3,308 (+1,147) 0,473 (x0,058) 0,547 (+0,065)  0,1452 (0,0000)
CUR 8,33 (+1,62) 3,226 (0,917) 0,521 (0,081) 0,544 (+0,077)  0,0530 (0,0540)
AMP 8,89 (+1,53) 5,377 (+1,052) 0,719 (+0,058) 0,719 (+0,067)  0,0126 (0,3322)
SsB 8,52 (+1,76) 4,257 (+0,883) 0,673 (+0,053) 0,680 (+0,055)  0,0197 (0,2567)
PNI 9,13 (+1,74) 3,335 (+1,004) 0,496 (+0,052) 0,582 (+0,058)  0,1588 (0,0000)

Erros-padrao de Nar, Ne, Ho e He entre paréntesis. PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2;
MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguagu;
CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sao Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguagu.
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Figura 9: Numero médio de alelos rarefeito (Nar) e Numero médio de alelos efetivos (Ne) por
meliponario e amostras naturais. Linhas verticais pretas representam o erro-padrdo. PED: Pedreira;
SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRCL1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do
Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque
Nacional do Iguacu.
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Para verificar se havia desvios do EHW nas amostras de meliponarios e amostras
naturais, foi realizado o teste exato de Fisher com a=0,05 (Apéndice A-8). Mesmo ap6s a
correcdo por SGoF os seguintes ldcus, nos seguintes meliponarios e amostras naturais
apresentaram desvios do EHW: Tang03 e Tang65 (CUR); Tangl12 e Tang65 (ERO); Tang57
(MCR1); Tang03 e Tang60 (MCR2); Tang68 (PED); Tangl2, Tang57 e Tang68 (SHEL);
Tang03 (SHE2); Tang60 e Tang65 (SMI); Tang03, Tang57 e Tang65 (PNI) (Apéndice A-8).
A andlise por combinacdo de valores P mostrou que, com excecdo de AMP, MCR1, PED e
SSB, todos os outros meliponarios, assim como PNI, apresentaram desvios do EHW

considerando-se todos os l6cus (Apéndice A-8).

A fim de verificar se os desvios do EHW poderiam ter sido causados por
endocruzamento, cujo um dos efeitos é a deficiéncia de heterozigotos, foi realizado o score U
test do EHW com hipdtese alternativa de deficiéncia de heterozigotos. Os resultados sdo
apresentados no apéndice A-9. Foi verificada deficiéncia de heterozigotos em toda a
amostragem para varios locus. O Multisample score U test, que fornece um valor P por
populacdo, mostrou que, com excecdo de AMP, MCRL1 e SSB, todos os meliponarios, assim
como PNI, apresentaram deficiéncia de heterozigotos. O programa MICRO-CHECKER 2.2.3
detectou a presenca de alelos nulos nos seguintes l6cus e grupos amostrais (entre parentesis):
Tang57, Tang03 (SHEL e 2, CUR e MCR1, PNI); Tangll (AMP); Tangl2 (SHE1); Tangl7
(SMI); Tang57 (SHEL, MCRL e 2, e PNI); Tang60 (MCR2 e SMI); Tang65 (ERO, SMI, CUR

e PNI) e Tang68 (SHEL).

4.1.2 Estruturacao populacional
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O valor global da diferenciacdo genética de Jost (Des) foi de 0,383 (IC 95%:
0,374-0,433) mostrando uma estruturacdo genética de moderada a alta. A tabela 7 mostra os
resultados do Des nas comparacdes feitas par a par. Esse teste nos fornece valores em escala
quantitativa, indo de 0 a 1, em que 0 é ndo diferenciado e 1 € totalmente diferenciado. Como
pode ser visto na tabela 7, os meliponarios localizados no Parana apresentaram valores baixos
qguando comparados entre si (todos abaixo de 0,1). O mesmo resultado foi obtido para os
meliponarios de Sao Paulo quando comparados entre si. Contudo, os valores foram altos
guando as comparac@es entre os meliponéarios do Parana e os de So Paulo foram realizadas
(todos acima de 0,5). Quanto a SSB os valores foram altos em relacdo as amostras do Parana e
baixos em relacdo as de Sdo Paulo. O contrario foi visto nos resultados do PNI, sendo baixos
em relacdo as amostras do Parana e altos relacdo as de Sdo Paulo. Esses resultados podem ser
visualizados nas andlises de PCA (figura 10), onde h& a separacdo dos grupos amostrais
segundo o que se espera dada a distribuicdo geogréafica das amostras (ver Figura 7). No canto
inferior esquerdo do grafico vemos o aglomerado dos meliponarios do Parand e muito
proximo esta PNI. Na parte superior direita estd SSB e juntos no canto inferior direito esta

PED e AMP, que s&o meliponarios proximos entre si no estado de S&o Paulo.

Tabela 7: Estimativa de diferenciacdo genética de Jost (Deg) para todos os pares de meliponarios e
amostras naturais.

AMOSTRAS  PED SHE1 SHE? MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB
PED
SHE1 0,753115
SHE2 0,835028 0,053338
MCR1 0,789228 0,003767 0,046584
MCR2 0,799765 0,035883 0,011458 0,042986
ERO 0,841932 0,04281 0,012723 0,052444 0,009363
SMI 0,817985 0,040214 0,005854 0,046689 0,008779 0,008733
CUR 0,769678 0,055567 0,028338 0,069226 0,013057 0,02844 0,018293
AMP 0,023708 0,707463 0,732997 0,728911 0,668882 0,765646 0,702234 0,669067
SSB 0,386304 0,536345 0,505305 0,536968 0,53574 0,518245 0,499088 0,538117 0,331053
PNI 0,660503 0,159404 0,176422 0,17309 0,192179 0,171025 0,14194 0,219722 0,618568 0,496524

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO:
Entre Rios do Oeste; SMI: Sao Miguel do Iguagu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sdo Sebastiao;
PNI: Parque Nacional do Iguacu.
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Figura 10: Analise de Coordenadas Principais (PCA) realizada a partir dos resultados da estimativa
de D para todos os meliponarios e amostras naturais. PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e
2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do
Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.

A fim de verificar se a distancia geografica influenciava os valores de
diferenciacdo populacional realizamos uma analise de regressdo linear em toda a amostragem
(Figura 11) e em dois grupos (Figura 12), sendo o grupo A formado pelas amostras de Séao
Paulo, e o grupo B formado pelas amostras do Parana. Os resultados mostraram correlacao
significativa na primeira analise (R>=0,6541 P<0,000001). Em relagdo aos grupos, somente 0
grupo A apresentou correlacdo (R?=0,9628), o que néo foi encontrada no grupo B (R?*=0,0003
P=0,926). Dado o alto valor de R? encontrado para o grupo A nio foi realizado um teste de

significanica estatistica para R? nesse grupo.
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Figura 11: Relacao entre distancia geografica (Km) e diferenciacdo populacional. Anélise com todas
as amostras. (@ D). Correlacao significativa (P<0,05).
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Figura 12: Relacao entre distancia geografica (Km) e diferenciacéo populacional @Deg). A: amostras
de S&o Paulo. B: amostras do Parana.
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Os resultados do STRUCTURE mostraram que a maior estruturacdo encontrada
dividiu os grupos amostrais em dois grupos (Figura 13). O primeiro foi formado por: AMP,
PED e SSB (Séo Paulo). O segundo foi formado por :SHE1, SHE2, MCR1, MCR2, ERO,

CUR, SMI e PNI (Parana).

PED SHE1 SHE2 MCR1MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB PNI

7
b)
PED AMP

/ $SB

s~ERO 'MCR1 W( Q/Qﬁ

* @ cr2 S *
SHET

’sug CUR

‘ PNI

;'\’sw @

A
4 N
Q ' 0 120 240Km

g —

B 8
L

Figura 13: (A) Probabilidade de atribuicdo posterior (eixo vertical) de gendtipos individuais (eixo
horizontal) para cada um dos dois grupos (verde e vermelho) definidos pelo STRUCTURE. (B)
Detalhe do mapa da regido Sul-Sudeste do Brasil apresentando a propor¢cdo dos dois grupos
representados em cada meliponario e amostras naturais de Tetragonisca angustula. O tamanho das
circunferéncias é proporcional ao tamanho amostral. PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2;
MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguagu;
CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sdo Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguagu.

O mesmo padrdo também pode ser visto nos resultados da analise de Population
Assignment (Figura 14). A figura mostra a formagdo de trés aglomerados. Em um extremo

(canto superior esquerdo) visualizamos uma concentracdo de pontos formada pelos
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meliponarios do Parana e PNI. No outro (canto inferior direito) um pequeno aglomerado dos

meliponarios de S&o Paulo e no meio as amostras naturais de Séo Sebastido.

A tabela 8 mostra os resultados obtidos na Andlise de Variancia Molecular
(AMOVA). Os resultados mostram que a maior parte da variagdo genética é explicada por
diferencas encontradas dentro das populacgdes, ou seja, dentro dos meliponarios e amostras
naturais. 1sso € congruente com os resultados mostrados acima visto que ndo houve grande

diferenca entre os grupos amostrais em relacdo a variacao genética.

Population Assignment

O.-000
T T T T T T U000

350000  -30.000  -25.000  -20.000  -15.000  -10.000 -5.000 0.000 ¢ PED
-5.000 -
SHE1
e [ ]
Ae® 10.000 - A SHE2
& oo ® MCR1
~ '15-000 N MCRZ
g : -
[ ]
e -20.000 - ERO
- I’ ASMI

.‘ . 'S
A m'a}, . -25.000 - ® CUR
e * AMP
¢ ."Eg,’ e -30.000 -
SSB

35-666 PNI

Pop 1

Figura 14: Distribuicdo genotipica resultante da analise de Population Assignment em T. angustula
de meliponarios e amostras naturais. PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2:
Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR:
Curitiba; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.

Tabela 8: Analise de Variancia Molecular (AMOVA) em T. angustula de meliponarios e amostras
naturais.

Fonte da Variagao Componentes da Variancia % de variacao
Interpopulacional 0,76899 22,19
Intrapopulacional 2,69655 77,81
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4.2 DNA MITOCONDRIAL

4.2.1 Variabilidade genética

As sequéncias dos dois genes mitocondriais obtidas (COIl e CytB) para todos 0s
individuos amostrados foram concatenadas gerando fragmentos de 764pb. A partir do
alinhamento destes fragmentos, o programa DNAsP identificou 52 haplotipos distintos
(Apéndice B-1). Antes de serem concatenadas, as sequéncias da porcdo de cada gene foram
traduzidas e nenhum codon de parada foi detectado. O apéndice B-1 mostra 0s sitios variaveis

gue compdem cada um dos haplo6tipos encontrados.

A relacdo entre nimero de haplétipos (H) e numero de haplétipos exclusivos (HE)
estd apresentada na figura 15. Nessa figura podemos destacar o alto valor de H e HE para as
amostras naturais em relacdo a todos os meliponarios, sendo a maioria excluisvos. Os
meliponarios, em sua maioria, apresentaram poucos haplétipos, com destaque para MCR2 que
apresentou apenas 1 haplétipo em seus 50 individuos amostrados. A distribuicdo dos 52
hapl6tipos por grupo amostral e suas frequéncias sdo dadas nos apéndices B-2 e B-3,
respectivamente. O haplo6tipo H6 foi o mais frequente, sendo encontrado em 7 dos 9
meliponarios e em PNI. Somente os haplétipos H2, H6 e H13 ndo foram exclusivos

(Apéndice B-4). Além disso, muitos haplo6tipos foram encontrados em apenas 1 individuo.
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Figura 15: Numero de haplétipos (H) e haplétipos exclusivos (HE) por meliponario e amostras
naturais. PED: Pedreira; SHEL e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sé&o
Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguagu.

O numero de haplétipos (H), a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (=),
assim como o numero de sitios polimorficos (S) por meliponério e amostras naturais sao
apresentados na tabela 9. No total foram verificados 60 sitios polimdrficos (Apéndice B-1)

dentre as 52 sequéncias.

Em comparacdo com as amostras naturais, todos os meliponarios apresentaram
um baixo H, exceto PED e CUR que apresentaram nove e sete hapl6tipos, respectivamente. A
relagdo entre Hd e © por meliponario e amostras naturais sao melhor visualizadas na figura 16.
PED e CUR, assim como AMP, apresentaram valores de Hd relativamente altos em relacéo
aos outros meliponarios. Contudo esses valores foram baixos se comparados as amostras
naturais, que mostraram valores acima de 0,7. Os resultados de = foram semelhantes. PED,
CUR e AMP apresentaram valores altos em relacdo aos outros meliponarios. O interessante é

que os valores de 1 em PED, CUR e AMP foram maiores do que os obtidos em SSB. O
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destaque fica por conta de PNI que apresentou o valor mais alto de 7©=0,0808. Nenhuma
correlacdo significativa foi observada entre Hd (R2=0,0111 P=0,758) ¢ n (R2=0,0066
P=0,813) e o tamanho amostral (Figura 17). Assim podemos comparar essas duas medidas de

diversidade mesmo com tamanhos amostrais diferentes nos meliponarios e amostras naturais.

Tabela 9: Numero de haplétipos (H), diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (7) e seus erros-
padrdo (entre paréntesis) e nimero de sitios polimérficos (S) por meliponario e amostras naturais e
total.

Grupos amostrais H Hd - >
PED 9 0,640 (+0,070) (3605015536) 18
SHE1 2 0,420 (0,059) (360(?(?(?(?8) !
SHE2 2 0.115(x0059) 4?60(?(?01058) 1
MCR1 2 0,087 (+0,056) (360(?(?01017) !
MCR2 1 0 ; X
ERO 2 0,040 (+0,038) (fo’oé)(?(?(i;) :
SMI 2 0’040 (10’038) ('90’0000000055) 1
CUR 7 0,570 (+0,082) (fdo(?g’ffslfs) 27
AMP 5 0,587 (0,058) (f’do(?é‘(ffz) 10
sSB 10 0,733 (+0,051) (36050106360) 12
PNI 19 0,871 (£0,031) (f’50§§f980) >
Total 52 0,641 (+0,024) (36001025’53) 60

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO:
Entre Rios do Oeste; SMI: Sao Miguel do Iguagu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sdo Sebastiao;
PNI: Parque Nacional do lguacu.
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Figura 16: Diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (1) por meliponario e amostras naturais. PED:
Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre
Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguagu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI:

Pargue Nacional do Iguacu.
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Figura 17: Relac&o entre tamanho amostral e diversidade haplotipica ( @Hd) e nucleotidica ( 4 ).

Correlacdo néo significativa (P>0,05).
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4.2.2 Estruturacao populacional

A relagdo entre os 52 hapl6tipos obtida pelo método de median joining é
apresentada na figura 18. Podemos destacar a separacdo entre as amostras de S&o Paulo e as
do Parang, assim como a existéncia de um grande nimero de hapl6tipos presente em poucos
individuos. Dentre todos os haplotipos encontrados, o hapldtipo H6 merece destaque, pois €
compartilhado por sete meliponarios (MCR1, MCR2, SHE1, SHE2, CUR, ERO, SMI) e por

PNI, todos do Parana.

EEPFED
[ |SHE1
[ISHE2
Bl VCcR1
I MCR2
BlERO
[ Ismi
Elcur
Bl AMP . =l
ssB -

[_|PNI =0

Figura 18: Rede de inter-relagbes haplétipicas entre os 52 haplotipos encontrados em amostras de T.
angustula de meliponarios e amostras naturais. Os nimeros proximos aos ramos indicam o nimero
de passos mutacionais. PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido
Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo;
SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.
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O teste de diferenciacdo genética de Jost (Dest) revelou que em relacdo ao DNA
mitocondrial foi encontrada alta diferenciacdo populacional, com valor global de 0,473 (IC
95%: 0,455-0,506) (Tabela 10). O resultado apresentado aqui € semelhante ao encontrado
para 0s microssatélites, com a diferenca de ter sido observada uma estruturacdo maior das
amostras naturais em relacdo aos meliponarios (Figura 19), além do valor de D global ter
sido maior para 0 DNAmt em relacdo aos microssatélites. A analise de regressao linear entre
distancia geografica e valores de D foi realizada com toda a amostragem (Figura 20) e com
esta dividida em dois grupos (Figura 21), sendo o grupo A formado pela amostras de S&o
Paulo, e o grupo B formado pelas amostras do Parana. Os resultados mostraram correlacao
significativa na primeira anélise (R?=0,582 P<0,000001). Em relacdo aos grupos, a anélise
com o grupo A apresentou correlacdo (R°=0,9973), porém o grupo B ndo (R*=0,0016
P=0,840). Dado o alto valor de R? encontrado para o grupo A nio foi realizado um teste de

significanica estatistica para R? nesse grupo.

Tabela 10: Estimativa de diferenciacdo genética de Jost (Deg) para todos os pares de meliponarios e
amostras naturais.

PED SHE1 SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB
PED 0,000
SHE1 1,000 0,000
SHE2 1,000 0,091 0,000
MCR1 1,000 0,093 0,002 0,000
MCR2 1,000 0,102 0,003 0,002 0,000
ERO 1,000 0,090 0,002 0,001 0,000 0,000
SMI 1,000 0,098 0,002 0,001 0,000 0,000 0,000
CUR 1,000 0,102 0,084 0,088 0,103 0,096 0,096 0,000
AMP 0,147 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
SSB 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 0,000
PNI 1,000 0,527 0,559 0,564 0,578 0,572 0,572 0,461 1,000 1,000

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO:
Entre Rios do Oeste; SMI: Sao Miguel do Iguagu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sdo Sebastiao;
PNI: Parque Nacional do Iguacu.




RESULTADOS |41

Coordenadas Principais

o @reD

[]sHE1
{sHE2
@ VCR1

[IMcR2

@ERrRo
o Osmi

$CUR
= BAuP

{>ssB
L OPNI

Coord. 2

Coord. 1

Figura 19: Analise de Coordenadas Principais (PCA) realizada a partir dos resultados da estimativa
de D para todos os meliponarios e amostras naturais. O simbolos de ERO e SMI estéo localizados
atras de MCRL1.. PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Céandido
Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo;
SSB: S&o Sebastiéo; PNI: Parque Nacional do Iguagu.
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Figura 20: Relacdo entre distancia geografica (Km) e diferenciacéo populacional (@ D). Correlagdo
significativa (P<0,05).
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Figura 21: Relacao entre distancia geografica (Km) e diferenciacéo populacional (@D.g). A: amostras
de Sao Paulo. B: amostras do Parana.

A AMOVA mostrou que a maior parte da variacdo genética é explicada por
diferencas encontradas entre as populacbes (Tabela 11). Para verificar se esses resultados
estavam sendo influenciados pelo agrupamento de amostras distantes geograficamente, uma
nova AMOVA foi realizada. Dois grupos foram determinados: grupo 1 (AMP, PED e SSB) e
grupo 2 (com todo o restante). Os resultados foram os mesmos obtidos na primeira AMOVA,

maior variacao interpopulacional.

Tabela 11: Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) em T. angustula de meliponarios e amostras
naturais.

Fonte da Variagao Componentes da Variancia % de variacao
Interpopulacional 4,43904 86,83
Intrapopulacional 0,67347 13,17
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5. DISCUSSAO

A criacgdo de animais é uma pratica comum e data de varios séculos atras (Clutton-
Brock, 1987; Savolainen et al., 2002; Bruford et al., 2003). Desde cachorros, cavalos, bufalos,
galinhas, porcos etc, o0 homem vem interferindo em processos naturais da vida selvagem
através da criacdo e/ou domesticacdo de animais (Hemmer, 1990; Smith, 1995). A criacdo de
abelhas meliferas data de 7000 a.C. e tem sido usada para a producdo de mel e cera (Crane,
1983; Bloch et al., 2010). As abelhas tém destaque também na polinizacdo de plantagdes com
fins comerciais, sendo Apis mellifera uma das mais utilizadas (Watanabe, 1994; Allen-
Wardell et al., 1998; Klein et al., 2007; Delaney et al., 2009). Outras espécies também sdo
excelentes polinizadoras, como as abelhas do género Bombus (Asada e Ono, 1997; Cane,
1997; Aguilar et al., 2006; Klein et al., 2007), algumas abelhas solitarias (Cane, 1997;
MacKenzie e Javorek, 1997; Kremen et al., 2004; Hogendoorn et al., 2006) e as abelhas sem
ferrdo (Heard, 1994; Malagodi-Braga e Kleinert, 2002; Calvete et al., 2003; Antunes et al.,

2007).

E esperado que a criacdo de abelhas em apiarios e meliponarios leve a diminuigo
da variabilidade genética. Estudos mostraram que o manejo humano tém levado a reducdo da
diversidade genética de animais domésticos (Bruford et al., 2003). Essa reducdo ocorre
principalmente pela diminui¢do do tamanho populacional efetivo e da diversidade genética
em nivel genémico, associados a eventos fundadores (Wright et al., 2005; Zeder et al., 2006).
Em galinhas e coelhos domesticados foi encontrada uma diversidade genética 50 a 60%
menor em relacdo as populacdes selvagens (Muir et al., 2008; Carneiro et al., 2011). Baixa
variabilidade genética também foi reportada para populacdes de Apis mellifera de apiarios

(Sheppard, 1988; Schiff e Sheppard, 1996; Moritz et al., 2007; Delaney et al., 2009; Jaffé et
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al., 2010; Meixner et al., 2010). A alta taxa de mortalidade de coldnias e o declinio
populacional de Apis mellifera nos Estados Unidos e na Europa tém sido em grande parte
atribuidos a reducdo da diversidade genética (Oldroyd, 2007; Potts et al., 2010;
VanEngelsdorp e Meixner, 2010; Sheppard, 2012). Algumas espécies de Bombus introduzidas
na Nova Zelandia para fins comerciais (Hopkins, 1914; Macfarlane e Gurr, 1995) também
mostraram variabilidade genética menor quando comparadas as populacGes doadoras da
Europa (Schmid-Hempel et al., 2007; Lye et al., 2011). Esse cenario de baixa variabilidade
genética possui graves consequéncias para populacdes de abelhas como descrito na
introducdo. Entretanto, nossos resultados foram contrastantes com esse cenario, pois nossas
amostras de meliponarios apresentaram alta variabilidade genética nuclear, comparaveis as

amostras naturais.

5.1 VARIABILIDADE GENETICA

Nos meliponarios a variabilidade genética nuclear foi alta e ndo se mostrou
significativamente diferente daquela observada nas amostras naturais. Apés a rarefacdo dos
dados de numero médio de alelos (Nar), todos os meliponérios, assim como as amostras
naturais, apresentaram entre seis e nove alelos considerando-se todos 0s locus. Lopes (2004) e
(2008) estudando duas espécies de Melipona encontraram valores abaixo de trés em analises
de l6cus de microssatélites. Os autores consideraram esses valores como um indicio de
variabilidade genética moderada. Comparados a esses estudos nossos valores foram altos. Ao
aplicar o teste U de Mann-Witney foi verificado que ndo ha diferencas significativas entre os

meliponarios e entre estes e as amostras naturais (P>0,05). Esse teste verifica se duas
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amostras possuem distribuicdes iguais através da comparacdo de suas médias (Mann e
Whitney, 1947). Para isso um teste de hipotese é realizado com a hipotese nula de que as
médias (neste caso o Nar) ndo sdo diferentes (Peakall e Smouse, 2006).

Entretanto, apenas o numero de alelos (Na) ndo pode ser usado como indice de
diversidade. Se uma espécie possuir um alto Na, mas a distribuicdo dos alelos se mostrar
desigual, com muitos alelos raros por exemplo, a probabilidade desses alelos serem perdidos
por deriva genética € maior se comparado a uma populacdo com alelos distribuidos
uniformemente (Ridley et al., 2007). Por essa razdo resolvemos utilizar também como indice
de diversidade o niumero médio de alelos efetivos (Ne). Este indice mede a probabilidade de
dois alelos retirados aleatoriamente da populacdo serem idénticos por descendéncia, conceito
inicialmente proposto por Kimura e Crow (1964). Aqui utilizamos 0 mesmo conceito com
algumas modificacdes (Peakall e Smouse, 2006; Jost, 2008). Nessa medida quanto maior o
namero de alelos raros menor é a probabilidade de se obter dois alelos relacionados, sendo

assim o valor de Ne sera baixo, indicando uma distribuicéo alélica desigual.

Ap6s o teste U de Mann-Witney, foi verificado que o Ne ndo difere
significativamente entre 0s grupos amostrais, indicando que todos os meliponarios e amostras
naturais apresentaram a mesma distribuicdo alélica, com Ne variando entre dois e cinco. Estes
valores de Ne podem ser considerados altos, visto que para se obter um valor de cinco, por
exemplo, é preciso que as frequéncias alélicas tenham contribuido quase que igualmente para
o valor total. Tavares et al. (2007) verificaram para Melipona rufiventris valores de Ne entre 1
e 2, considerados baixos. Os autores interpretaram esses dados como um indicio de

variabilidade genética moderada.

Baixos valores de Na e Ne foram reportados em outros estudos de variabilidade

genética e caracterizacdo de l6cus de microssatélites em outras espécies de abelhas sem ferrdo
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(Francisco et al., 2006; Carvalho-Zilse et al., 2009; Lopes et al., 2009; Borges et al., 2010;

Lopes et al., 2010a; Lopes et al., 2010b; Francisco et al., 2011; Viana et al., 2011)..

Harpur et al. (2012) estudando populagdes manejadas e populagdes naturais de
Apis mellifera encontraram maior diversidade genética nuclear nas primeiras. Isso foi
atribuido ao sistema de acasalamento de Apis e as praticas de apicultura, em especial pela
importacdo de colbnias para o aumento da densidade de ninhos no apiario (Baudry et al.,
1998; Oxley et al., 2010). Ambos os fatores acabam levando a uma maior mistura das
populacbes e assim ao aumento da variabilidade genética (Harpur et al., 2012; Oldroyd,

2012).

Os resultados das analises do DNAmt mostraram o oposto aos obtidos pelos
microssatélites. O niumero de haplétipos (H), a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica ()
encontrada nos meliponarios foi menor do que o observado nas amostras naturais. Enquanto
as amostras naturais apresentaram entre 10 e 19 haplo6tipos, 0os meliponarios apresentaram
entre 1 e 9. Nos meliponarios do Parana, com excecdo de CUR, foi observado entre 1 e 2
haplotipos. A variabilidade genética foi de baixa a moderada (Hd entre 0,040 e 0,420), exceto
nos meliponarios AMP (Hd=0,587), PED (Hd=0,640) e CUR (Hd=0,570), se comparada as
amostras naturais (Hd > 0,7). Batalha-Filho et al. (2010) encontraram em popula¢des naturais
de Melipona quadrifasciata alta Hd (0,8 a 0,9) e  de 0,0027 a 0,0055. Variabilidade genética
mitocondrial de moderada a alta também foi reportada para populacdes naturais de outras
espécies de abelhas sem ferrdo (Francisco e Arias, 2009; Brito e Arias, 2010; Thummajitsakul
et al., 2011). Esses estudos com populagfes naturais de abelhas sem ferrdo indicam que a
variabilidade genética mitocondrial nos meliponarios é baixa. Este resultado esta de acordo

com o esperado para popula¢fes manejadas, como explicado anteriormente.
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5.2 ESTRUTURAGCAO POPULACIONAL

Como apresentado na introducdo, é esperado que populagdes manejadas
mostrem, além da baixa variabilidade genética, estruturacdo populacional. Jost (2008) pontua
algumas falhas das medidas classicas de diferenciacdo genética, tais como Gsr, Fst € Seus
derivados, em medir estruturacdo genética. Em sua interpretacdo a maior falha dessas medidas
é que elas mostram baixos valores quando a taxa de heterozigose é alta, fato também
mostrado por Nei (1973). Portanto, mesmo populacdes altamente ndo relacionadas
apresentariam baixos valores de Gst e Fst. Esse ndo é um assunto trivial e tem sido
amplamente discutido na literatura (Neigel, 2002; Pearse et al., 2004; Hedrick, 2005; Heller e
Siegismund, 2009; Jost, 2009a; Jost, 2009b; Ryman e Leimar, 2009). Dadas as vantagens
apresentadas pelo D¢y de Jost, nos sentimos confortaveis em ter aplicado este teste, que
mostrou resultados mais satisfatorios do que os apresentados pelo Fst e teste exato de

diferenciacéo populacional neste trabalho.

O Dest mostrou que os meliponérios formaram blocos estruturados, congruentes
com sua distribuicdo geografica (ver figuras 10 e 19). Os meliponérios do Parania ndo
apresentaram estruturacdo genética entre si e PNI pelos microssatélites. Quando comparados
a SSB todas as amostras do Parana apresentaram valores de Des; de moderados a altos. AMP e
PED apresentaram baixos valores entre si e altos em relagdo as amostras do Parana. Em
relacdo a SSB eles mostraram diferenciacdo de moderada a alta. Os resultados obtidos pelo
STRUCTURE também mostraram os mesmos padrdes, dividindo as amostras em S&o Paulo e

Parana (Figura 13). Esses resultados séo confirmados pela AMOVA gue mostrou que a maior
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variacdo se encontra no nivel intrapopulacional, o que pode sugerir fluxo génico entre os

grupos amostrais proximos, como os meliponarios do Parana e PNI e entre AMP e PED.

Os resultados obtidos pelo DNAmt indicaram que apesar dos meliponarios do
Parand ndo apresentarem diferenciacdo entre si, eles se mostraram geneticamente
diferenciados em relacdo a PNI, apesar da proximidade geografica. Apenas um haplétipo foi
compartilhado. Em relacéo a SSB todos os meliponérios apresentaram diferenciagdo genética
total. PED e AMP mostraram baixos valores entre si. A AMOVA mostrou maior variacéo
interpopulacional, que pode ser interpretado como auséncia de fluxo génico. Isto indica
isolamento ou grande diferenca entre os grupos amostrais. Delaney et al. (2009) encontraram
diferenciacdo populacional entre duas populaces de Apis mellifera de apiarios oriundas do
leste e oeste dos Estados Unidos. Mesmo ap6s 10 anos, com todo o nivel de manejo dessa
espécie no pais, a diferenciacdo genética de ambas as populagcbes ndo mudou. Schiff e
Sheppard (1996) também encontraram diferenciacdo genética entre populacdes de Apis

mellifera naturais e de apiarios do oeste dos Estados Unidos.

Para Meliponini, a forte estruturacdo populacional mostrada pelo DNAmt neste
estudo esta de acordo com a restrita dispersdo das fémeas. Essa dispersao restrita se deve a
seus héabitos de nidificacdo. A formacdo de um novo ninho se inicia quando operarias
procuram um novo local para nidificar. Apds a preparacdo do novo local, uma rainha virgem
acompanhada por um grupo de operarias migra para 0 novo ninho (Van Veen e Sommeijer,
2000a; 2000b). O novo ninho ird depender do ninho "méae" até se tornar independente e isso
pode durar alguns dias ou mesmo até alguns meses dependendo da espécie (Nogueira Neto,
1954; Nogueira Neto, 1997). A distancia do novo ninho se restringe a distancia de forrageio
que as operarias percorrem (Van Veen e Sommeijer, 2000a). Em T. angustula a distancia de
forrageio das operarias cobre um raio de cerca de 500 m (Nogueira Neto, 1997). Van Veen e

Sommeijer (2000a) observaram a formagdo de novos ninhos de T. angustula a uma distancia
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de apenas 2,1 a 5 m. Distancias de 15 a 300 m ja foram reportadas em outras espécies de
Meliponini (Nogueira Neto, 1954; Terada, 1972; Inoue et al., 1984). Esses fatores em
conjunto (distancia de nidificacdo e dependéncia do ninho “mae”) restringem
significativamente a dispersao das fémeas de Meliponini e podem explicar a forte estruturacdo
genética mitocondrial encontrada. Estruturacdo populacional também foi verificada com
dados do genoma mitocondrial em outras duas espécies de Meliponini: Partamona helleri e
Plebeia remota, e a filopatria das fémeas foi apontada como uma das causas (Francisco e

Arias, 2009; Brito e Arias, 2010).

Ainda, 3 fatores, ndo mutuamente exclusivos, devem ser considerados para o
entendimento do cenario genético verificado nos meliponéarios (microssatélites: alta
variabilidade genética e baixa estruturagdo; DNAmt: baixa variabilidade genética e forte
estruturacdo); 1. Fluxo génico através de machos; 2. Transporte artificial de colbnias; e 3.

Divisdo artificial de ninhos.

5.2.1 Fluxo génico via machos

Pouco se sabe sobre a capacidade de voo dos machos em Meliponini. Dados da
literatura para as espécies Melipona scutellaris e M. subnitida indicam que os machos podem
se deslocar 1.000 e 3.000 m, respectivamente (Bruening, 1990; Carvalho-Zilse e Kerr; 2004).
Estudos de agregacbes de machos revelaram que eles podem pertencer a diversas coldnias.
Paxton (2000) e Kraus et al. (2008) ao analisarem agregacdes de machos de espécies do
género Scaptotrigona concluiram que o0s machos presentes nas agregacdes ndo eram
aparentados e que o numero de colbnias contribuindo com esses machos variava de 20 a 40. O
mesmo resultado foi obtido por Cameron et al. (2004) para a espécie Trigona collina, porém

0 numero de coldnias contribuindo com machos foi de 132. Isso é explicado pelo fato de que
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poucas semanas ap0s 0 nascimento os machos deixam o ninho em busca de uma rainha
virgem e nunca mais retornam, vivendo, portanto, como uma abelha solitaria (Velthuis et al.,
2005). Dadas essas caracteristicas, espera-se que eles tenham uma capacidade de dispersédo
maior do que as fémeas, podendo ter um importante papel como mediador de fluxo génico

entre locais distantes.

Os meliponicultores visitados obtém seus ninhos da mata do entorno, com
excecdo de CUR que possui alguns ninhos da regido oeste do estado. Nesses meliponarios ha
divisdo de ninhos para aumento do plantel, exceto em PED e AMP. Portanto, esperdvamos
que nos meliponérios do Parana a variabilidade genética para os dois marcadores fosse menor
se comparada a PNI. Entretanto, isso ndo foi observado. Acreditamos que a mata do entorno
possa abrigar ninhos naturais de onde partem os machos que fecundam as rainhas virgens,
introduzindo novos alelos nos meliponérios e assim diminuindo a diferenca entre estes e as
amostras naturais. O fluxo génico através de machos pode explicar os resultados obtidos para
Nar e Ne nesses meliponarios. Caso o fluxo génico ocorresse também através de fémeas,
deveriamos esperar um numero maior de hapl6tipos mitocondriais, exceto se as fémeas

migrantes possuissem os mesmos hapl6tipos ja presentes no meliponario.

Supondo que uma rainha heterozigota migrante e com haplétipo diferente dos
existentes no meliponario, e sendo fecundada por um macho haploide (Engels e Imperatriz-
Fonseca, 1990; Imperatriz-Fonseca et al., 1998; Paxton et al., 1999b; Peters et al., 1999), que
possuisse alelos diferentes dos presentes na rainha, teriamos um cenario em nivel
populacional de trés alelos nucleares por hapl6tipo mitocondrial. Entretanto, o Nar foi
superior ao esperado, considerando-se o0 numero de haplétipos, para a maioria dos
meliponarios, Um exemplo disso € MCR2 que apesar de possuir apenas um haplétipo
mitocondrial apresentou sete alelos em média. Rainhas migrantes que possuissem 0s mesmos

hapl6tipos mas alelos diferentes poderiam produzir esse cenario. Entretanto, a hipdtese de
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fluxo génico via macho ¢é reforcada pelo alto nimero de haplo6tipos mitocondriais encontrados
em PNI em relacdo a todos os meliponarios do Parana. Além disso, o fato de Nar ndo diferir
entre PNI e os meliponarios, mas os hapldtipos mitocondriais apresentarem alta diferenca

sugere que machos sejam os mediadores do fluxo génico e ndo as fémeas.

5.2.2 Transporte artificial de colbnias

O fluxo génico através de machos ndo pode ser a Unica hipGtese para explicar o
padrdo observado. De acordo com as premissas apresentadas nos paragrafos anteriores sobre a
ocorréncia de fluxo génico, PNI deveria apresentar baixa diferenciagdo populacional em
relacdo aos meliponarios do Parand, em especial para o DNAmt, assim como CUR deveria
apresentar alta diferenciacdo em relacdo aos mesmos meliponarios. Isso ndo foi observado. O
fluxo génico ou sua auséncia poderia explicar esses dois casos. Entretanto, a incongruéncia
dos resultados de PNI (diferentes para ambos os marcadores em relacdo aos meliponarios) e
CUR (mesmo distante dos outros meliponéarios do Parana ndo apresentar diferenciacdo
populacional para ambos marcadores) e as caracteristicas reprodutivas de T. angustula unidas
a préatica da meliponicultura, torna o transporte artificial de ninhos entre locais uma hipétese
provavel. Segundo Nogueira Neto (1997) T. angustula é a espécie mais criada na América
Latina. A criacdo de abelhas sem ferrdo € um habito antigo datando do século XVI, sendo um
habito comum dos nativos (Ximénez, 1967; Cortopassi-Laurino et al., 2006). Varios grupos
indigenas ainda hoje utilizam o mel e a propolis de Meliponini para varios fins (Sommeijer,
1999; Cortopassi-Laurino et al., 2006). A obten¢do de ninhos para fins comerciais tem se
intensificado (Calvete et al., 2003; Antunes et al., 2007) e a facilidade de manejo e a
docilidade dessas abelhas as tém tornado uma alternativa melhor do que Apis mellifera, visto

que a criacdo desta € mais laboriosa (Neumann e Carreck, 2010). A meliponicultura tem se
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tornado uma pratica popular, difundida e incentivada por pesquisadores e criadores em geral.
H& um incentivo para o comércio de ninhos e a troca de experiéncias (Nogueira Neto, 1997;
Chiari et al., 2002; Fioravanti, 2010).

O cenério descrito no paragrafo anterior para CUR e PNI nos leva a postular que
ha transporte de coldnias. De fato, o meliponicultor responsavel por CUR nos informou que
recebeu amostras oriundas do oeste do estado. Este entdo € um caso de homogeneizagédo
genética artificial. Isso parece ser comum, visto que baixa estruturacdo genética foi observada
em Melipona scutellaris e a causa também foi atribuida ao transporte artificial de col6nias,
pois essa espécie também ¢é bastante utilizada na meliponicultura (Carvalho-Zilse et al.,
2009). Portanto, acreditamos que o transporte artificial de ninhos é um fator importante a ser
considerado para explicar o padrdo de homogeneizacdo genética verificado pelo DNAmt e a

estruturacdo genética observada entre todos os meliponarios do Parana e PNI.

5.2.3 Divisao de coldnias

A divisdo de col6nias é uma pratica muito comum para multiplicar o numero de
ninhos em meliponarios (Nogueira-Neto, 1997). Quando a coldnia esta forte, parte dos favos
de cria préximos da emergéncia, alguns potes de mel e polen sdo transferidos para um novo
substrato de nidificacdo onde se desenvolve a nova coldnia (Nogueira-Neto, 1997). Essa

pratica ocorre ha muito tempo, datando do século XIX (Castelo-Branco, 1845).

A divisdo de colbnias transforma os ninhos no meliponario em réplicas formando
assim blocos de coldnias aparentadas. Isto poderia ser uma forma de endocruzamento e este
sera discutido posteriormente. Como hipotetizamos, a alta variabilidade genética nuclear
ocorre pela introducédo de alelos através de fluxo génico via macho. Logo, o nimero de alelos

sofre mudancas, mas o numero de haplotipos mitocondriais ndo. Assim, o numero de
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haplotipos presentes nos meliponarios pode indicar o nimero de ninhos fundadores dos
mesmos. Como AMP, CUR e PED mostraram 5, 7 e 9 haplotipos respectivamente, podemos
inferir que o ndamero de ninhos fundadores desses meliponarios seja no minimo esses.
Obviamente o nimero pode ter sido maior, pois fémeas de mesmo haplétipo podem ter sido
fundadoras. O H também pode ter sido maior e alguns haplétipos podem ter se perdido por
deriva. Para os outros meliponarios o H e, portanto, o0 nimero de ninhos fundadores inferidos
foram: 2 (SHE1 e 2, MCR1, ERO, SMI) e 1 (MCR2). Assim observamos que, com exce¢do
de AMP, CUR e PED, os outros seis meliponarios apresentaram discordancia entre o Nar e o
H, pois o primeiro indice variou entre 7 e 9, enquanto o segundo entre 1 e 2. Logo, com este
numero hipotetizado de ninhos fundadores, acreditamos que o restante das colénias nesses
meliponarios foram obtidas por divisdo artificial. A multiplicacdo de col6nias por divisdo
manteria 0s mesmos hapldtipos mitocondriais, pois esses seriam réplicas do ninho dividido. A
alta variabilidade genética mitocondrial encontrada nas amostras naturais reforcam essa
conclusdo. Caso o aumento do plantel ocorresse apenas por captura de novos enxames
naturais, nao haveria tanta diferenca na diversidade genética mitocondrial entre esses
meliponérios e as amostras naturais da regido. Sendo assim, a divisdo artificial de col6nias
também explica a baixa variabilidade genética mitocondrial e o baixo H encontrados nos

meliponarios MCR1, MCR2, SHE, SHE2, ERO e SMI.

5.2.4 Endocruzamento

Diante dos resultados, especialmente o fato do Nar e Ne ndo serem
significativamente diferentes entre os grupos amostrais, 0 que podemos discutir em relacdo ao
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) e as evidéncias de endocruzamento? De fato, oS

valores P mostraram que somente AMP, MCR1, PED e SSB néo apresentaram desvios do
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EHW. Isto era esperado para AMP e PED, visto que as praticas de meliponicultura em ambos
sdo quase inexistentes, e em SSB, pois € uma amostra natural. As amostras de MCR2, SHEL,
SHE2, ERO, SMI, CUR e PNI apresentaram desvios no EHW, fato ndo esperado dado os
resultados obtidos para Nar e Ne. Porém, isso poderia ocorrer devido a endocruzamento, que
pode ser inferido indiretamente pela baixa variabilidade genética mitocondrial encontrada nos
meliponarios. Realizamos um teste para verificar se esse desvio no EHW era devido a
deficiéncia de heterozigotos, uma consequéncia do endocruzamento. Esse teste revelou que
todos os meliponarios, assim como PNI apresentaram deficiéncia de heterozigotos, exceto
AMP, MCR1 e SSB. Para estes Gltimos, a auséncia de deficiéncia de heterozigotos era
esperada, pois eles ndo apresentaram desvios no EHW. Entretanto, o interessante é que PED,
mesmo estando em EHW, apresentou deficiéncia de heterozigotos. Sabe-se que ao longo de
varias geracOes, em pequenas populac@es isoladas o Unico tipo de cruzamento passa a ser o
endocruzamento, visto que ele é inevitavel (Frankham et al., 2004). Sendo assim, 0s
acasalamentos tornam-se aleatérios mesmo em endogamia, e neste caso ndo causam desvios
no EHW (Templeton, 2006). Neste cenario em especial se encaixa nos padrdes observados em
PED, pois de todos os meliponarios que ndo apresentaram desvios no EHW, ele foi o Unico
que apresentou evidéncias de endocruzamento pela deficiéncia de heterozigotos e baixo valor

de Fis.

Os coeficientes de endocruzamento (Fs) obtidos, com excecdo em AMP, CUR,
MCR1 e SSB, foram diferentes de zero. Nyakaana e Arctander (1999) estudando populagdes
de elefantes africanos encontraram, para duas populacoes, valores de F;s de 0,06 e 0,09 e os
classificaram como baixos. Na abelha Bombus terrestris, no Japdo, foi detectado um leve
endocruzamento sugerido pelo valor de Fis=0,048 (Nagamitsu and Yamagishi, 2009).
Carvalho-Zilse et al. (2009) para amostras de Melipona scutellaris de meliponarios encontrou

F1s=0,32 e o classificou como alto, indicativo de forte endocruzamento. Comparados a esses
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estudos nossos resultados para Fis foram de baixos a moderados, o que segundo a literatura

poderiam ser considerados como evidéncias de endocruzamento moderado.

Entretanto as interpretacGes dos resultados de EHW, deficiéncia de heterozigotos
e Fis devem ser usados com cautela, pois podem ser mascarados pela presenca de alelos
nulos. Alelos nulos ocorrem quando ha mutagdes ou dele¢Bes no sitio de ligacdo dos primers
(Lehmann et al., 1996). Eles podem mostrar um excesso de homozigotos quando na verdade
ha alelos que ndo foram amplificados no individuo (Callen et al., 1993). Como consequéncia
observa-se altos valores de Fis (Jones et al., 1998), sendo interpretados como evidéncia de
endocruzamento. Por definicdo o endocruzamento € a unido ndo pan-mitica dos alelos
decorrente de cruzamento entre individuos aparentados (Wright, 1922). Como consequéncia
direta, ocorre a diminuicdo da variabilidade genética levando a populacdo a depressao
endogamica (Zayed, 2009). Contudo este ndo parece ser o caso nos meliponarios. Como 0s
resultados mostraram alto Nar e Ne e auséncia de estruturacdo populacional (dois efeitos
opostos ao endocruzamento) entre as amostras do Parana e entre as amostras de S&o Paulo,
acreditamos que néo se trata de endocruzamento. O endocruzamento detectado deve ser um

artificio devido a presenca de alelos nulos.

Mecanismos para evitar endocruzamento tém sido discutidos na literatura para
varios organismos (Wright, 1943; Howard, 1960; Hamilton, 1964; Greenwood, 1980;
Komdeur e Hatchwell, 1999; Szulkin e Sheldon, 2008). Em algumas espécies de abelhas do
género Bombus, machos jovens sdo expulsos da colénia logo apds a emergéncia evitando o
cruzamento com rainhas virgens da mesma colénia, e diminuindo assim a probabilidade de
endocruzamento (Plowright e Pallet, 1979; Foster, 1992). Em Apis mellifera machos de
milhares de col6nias se relnem em éareas de agregacdo representando geneticamente toda a
populacdo (Jaffé et al., 2009). Ainda, a poliandria presente nessa espécie contribui

significativamente para minimizar o endocruzamento (Baudry et al., 1998; Mueller et al.,
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2012). Em outras espécies de abelhas as agregacfes de machos, oriundos de diferentes ninhos,
tém sido apontadas como o principal mecanismo para evitar endocruzamento (Woyke, 1973;
Page, 1980). Foi verificado em Scaptotrigona mexicana que os machos evitam as agregacoes
mais proximas de suas coldnias. Como consequéncia desse comportamento ha a diminuicao
das chances de endocruzamento (Mueller et al., 2012). O mecanismo de formacdo de
agregacdes de machos, que garante o fluxo génico, também é presente em T. angustula
(Santos, 2012). Como descrito na introdugdo, o endocruzamento tem um efeito negativo
adicional em abelhas devido a producdo de machos diploides. Essa producdo, embora
negativa, é apontada como um fator evolutivo favoravel ao desenvolvimento de sistemas de
acasalamento que reduzem o endocruzamento (Page, 1980; Paxton, 2005). Em abelhas da
tribo Euglossini a alta mobilidade e o fluxo génico foram apontados como as causas da baixa
frequéncia de machos diploides (Souza et al., 2010). Por termos trabalhado apenas com
operarias, n6s ndo pudemos verificar diretamente a producdo desses machos. Entretanto, os
resultados de variabilidade genética nuclear e a auséncia de endocruzamento nos levam a

inferir que ndo ha a producdo de machos diploides nos meliponarios.

Um estudo recente revelou que as préaticas de manejo em Apis mellifera podem ser
responsaveis pela alta diversidade genética encontrada em populac@es de apiarios (Harpur et
al., 2012). Neste estudo os autores concluem que a importacdo regular de ninhos, junto ao
aumento artificial destes (divisdo de ninhos) e o transporte de coldnias em grande escala
geografica séo os responsaveis pela alta variabilidade genética em populacGes de apiarios. Os
mesmos fatores também explicam a auséncia de diferenciacdo genética (Bourgeois et al.,
2008) e de endocruzamento nessas populacdes. Esse é o cenario observado em nosso estudo:
alta variabilidade genética nuclear, auséncia de diferenciacdo populacional e de

endocruzamento.
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5.3 CONCLUSOES

Nossos resultados com os marcadores microssatélites indicaram auséncia de
endocruzamento, alta variabilidade genética nuclear e auséncia de diferenciacdao populacional.
As analises do DNAmt indicaram o oposto (exceto o endocruzamento, inferido apenas pelos
microssatélites). O fluxo génico através dos machos é aventado como a principal explicacdo
para o cenario observado. Diante desses resultados inferimos que a pratica de diviséo artificial
de colbnias afeta apenas a diversidade genética mitocondrial nos meliponarios. Meliponarios
com praticas de meliponicultura diferentes apresentaram resultados diferentes. CUR importou
ninhos de outras regides o que elevou a diversidade genética mitocondrial. PED e AMP
mostraram variabilidade genética mitocondrial e H mais altos do que os outros meliponarios,

pois ndo dividem artificialmente os ninhos.

Esses resultados sdo importantes para a meliponicultura. Isso porque um dos maiores
problemas para o meliponicultor é encontrar e/ou obter ninhos, tendo muitas vezes que
depredar arvores. Se 0 aumento do nimero de coldnias através da divisdo artificial de ninhos
ndo causa diminuicdo da variabilidade genética nuclear, a necessidade de busca de ninhos na
natureza pode ser diminuida. Ainda, mantendo-se a variabilidade genética nuclear, diminui-se

0 risco da producédo de machos diploides e os problemas decorrentes de sua producao.

Dessa forma, baseado nos nossos resultados sugerimos que a implementacdo do
meliponario deva ser feita 0 mais proximo da mata e dentro da area de distribuicdo natural da
especie escolhida. Isso garante a manutencdo da variabilidade genética através dos machos,

diminuindo também a necessidade de troca de coldnias e transporte artificial de ninhos.



58

6. CONCLUSOES

>

A variabilidade genética nuclear nos meliponarios é alta ndo sendo diferente do

observado nas amostras naturais.

A variabilidade genética mitocondrial nos meliponarios ¢ menor do que o0 observado nas

amostras naturais.

O fluxo génico ocorre através dos machos.

Os meliponarios ndo estdo sob endocruzamento.

As praticas de meliponicultura influenciaram os resultados observados no que diz

respeito ao transporte artificial de colénias (homogeneizou alguns meliponéarios com

relacdo ao DNAmt) e a divisdo artificial de ninhos (responsavel pela baixa variabilidade

genética mitocondrial e baixo numero de haplétipos observados na maioria dos

meliponérios).

A maioria dos meliponarios parece ter sido fundada por poucos ninhos.

A divisdo artificial de col6nias parece ndo ter afetado a variabilidade genética nuclear

dos meliponarios.
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7. RESUMO

Grande parte da flora tropical brasileira é polinizada por abelhas, com destaque aquelas
pertencentes a tribo Meliponini (abelhas sem ferrdo). A espécie Tetragonisca angustula,
conhecida popularmente como jatai, tem sido o alvo principal dos meliponicultores dada a sua
abundancia, facil manejo, docilidade e pureza do mel. Contudo as préticas de divisao de ninho
nos meliponarios podem aumentar a estruturacdo genética e o isolamento populacional, assim
como o0 endocruzamento. Isso causa a diminuicdo da heterozigose populacional e da
variabilidade genética. Populacdes naturais desta espécie ja foram estudadas, contudo a
variabilidade genética de amostras de meliponarios ainda ndo foi avaliada. O objetivo deste
trabalho foi analisar a variabilidade genética de Tetragonisca angustula provenientes de nove
meliponarios, fazendo uma correlacdo dessa variabilidade com as praticas de meliponicultura.
O acesso a variabilidade genética foi realizado por meio da analise de nove locus de
microssatélites e o sequenciamento parcial de dois genes mitocondriais. Um total de 430
individuos (um por ninho) foram amostrados em: Pedreira (PED), Amparo (AMP), ambos em
Séo Paulo; Marechal Candido Rondon (MCR1 e MCR2), Sdo Miguel do Iguacu (SMI), Santa
Helena (SHE1 e SHE?2), Entre Rios do Oeste (ERO) e Curitiba (CUR), todos no Parana. Cem
individuos (SSB e PNI) coletados na natureza foram usados como controle da variabilidade
genética. Os resultados mostraram alta diferenciacdo genética entre as amostras do Parana e
Sdo Paulo, mas baixa se comparadas "intra-estado”. Para o DNA mitocondrial (DNAmt) as
amostras controle se mostraram diferenciadas em relacdo aos meliponarios. A variabilidade
genética nuclear foi alta e a mitocondrial foi baixa para a maioria dos meliponarios. Nao
houve evidéncias de endocruzamento nos meliponarios. A alta variabilidade genética nuclear,
auséncia de endocruzamento e a baixa diferenciacdo populacional sdo explicadas por fluxo
génico através de machos. A moderada diversidade genética mitocondrial em PED e AMP
pode ser devido a auséncia de praticas de meliponicultura. Em CUR esse mesmo resultado
pode ser explicado pelo transporte artificial de colénias para esse meliponario. Para o restante
dos meliponarios a baixa variabilidade genética mitocondrial pode ser explicada pela préatica
de divisdo de col6nias. Esses resultados sdo importantes para a meliponicultura, pois indicam
que as préaticas de divisdo de ninhos ndo afetam a variabilidade genética nuclear. Assim 0s
problemas inerentes a baixa variabilidade genética nuclear e a estruturagdo populacional
como endocruzamento e producdo de machos diploides s&0 minimos ou inexistentes. Para
isso sugerimos que a implementagdo do meliponério deva ser feita 0 mais proximo da mata e
o local deve ficar dentro da distribuicdo da espécie escolhida para garantir o fluxo génico
através de machos.
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8. ABSTRACT

Most of the Brazilian tropical flora is pollinated by bees, especially by those belonging to the
tribe Meliponini (stingless bees). Tetragonisca angustula has been aim of Meliponini
beekeepers, especially for its well valued honey and easy keeping and abundance. The
practices of nest division in meliponaries can increase the genetic structure and population
isolation as well as inbreeding, that leads to a decreasing in population heterozygosity and
genetic variability. Natural populations of T. angustula have already been studied nonetheless
the genetic variability of Meliponaries samples has not been assessed yet. This project aimed
to measure the genetic variability of T. angustula maintained in nine meliponaries, correlated
it to Meliponini beekeeping practices. The genetic variability will be assessed by nine
microsatellite loci analysis and two partial mitochondrial gene sequencing (COI and CytB). A
total of 430 individual (one per nest) were sampled in: Pedreira (PED), Amparo (AMP), both
in S&o Paulo state, Marechal Candido Rondon (MCR1 and MCRZ2), S&o Miguel do Iguagu
(SMI), Santa Helena (SHE1 and SHE?2), Entre Rios do Oeste (ERO) and Curitiba (CUR), all
in Parana state. A hundred individuals (SSB and PNI) collected from nature were used for
comparison. It was found high population differentiation between Parana and Sdo Paulo
samples, but low by "intra-state™ comparison. High mitochondrial genetic differentiation was
found between control samples and meliponaries. The nuclear genetic variability was high
and the mitochondrial was low for most of meliponaries. No inbreeding was detected in
meliponaries. The high nuclear genetic variability, absence of inbreeding and low population
differentiation can be explained by gene flow through males. The moderated mitochondrial
genetic diversity in PED and AMP may be related to absence of the Meliponini beekeeping
practices. CUR presented the same result that can be explained by artificial transportation of
colonies to this meliponary. The low mitochondrial genetic variability detected on rest of the
meliponaries may be related to colony division practices. These results are important for
meliponiculture, because indicate that colony division practices do not affect the nuclear
genetic variability. Thus the issues related to low nuclear genetic variability and population
structure as inbreeding and diploid males production are almost absent. For this, we suggest
that the meliponary implementation must be done as closest as possible of the forest and this
location must be according to geographic distribution of the chosen species, in order to ensure
the gene flow through males.
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10.1 APENDICE A: MATERIAL SUPLEMENTAR DA SECAO RESULTADOS-MICROSSATELITES

Apéndice A-1: Tamanho (pb) dos alelos e genétipos formados para cada individuo por meliponario e amostras naturais para cada lécus de microssatélite

amplificado.

Individuos

Locus

Tang03

Tangll

Tangl2

Tangl7

Tang57

Tang60

Tang65

Tang68

Tang70

PED_01

217

217

200

208

205

219

169

169

204

206

145

145

190

196

245

245

221

225

PED 02

223

225

204

208

205

215

163

163

196

210

147

147

192

196

245

247

223

225

PED 03

217

217

196

210

205

229

169

177

196

210

149

149

196

196

245

245

225

225

PED_04

217

217

184

200

219

221

161

163

198

204

147

155

190

196

249

249

225

225

PED_05

217

217

184

208

205

225

163

177

196

196

147

153

190

190

245

247

225

227

PED_06

217

217

184

192

219

223

163

169

198

206

145

147

190

196

245

247

225

225

PED_07

217

223

192

208

205

219

163

167

196

202

145

147

190

192

245

245

221

225

PED_08

217

223

200

206

199

219

169

177

196

208

145

151

190

192

245

247

221

225

PED_09

217

217

194

196

205

219

161

163

200

204

145

153

190

196

245

245

221

225

PED_10

217

221

184

184

225

227

163

177

200

200

145

147

188

196

245

247

225

225

PED_11

217

217

190

196

215

219

151

163

198

200

145

145

190

196

245

245

221

221

PED 12

217

217

176

182

205

217

159

161

196

198

147

147

190

198

245

247

223

225

PED 13

217

217

184

194

219

221

169

169

208

210

143

147

192

196

245

247

223

225

PED_14

217

229

184

196

221

223

163

177

198

198

147

149

192

196

245

247

221

225




PED_15

217

217

192

210

223

227

161

163

198

204

147

147

196

198

245

245

221

221

PED_16

217

217

200

210

203

219

161

163

198

200

133

151

190

196

245

245

225

225

PED_17

217

217

206

218

219

227

163

163

196

198

145

147

190

192

245

247

221

225

PED_18

217

217

198

198

221

225

161

161

196

204

145

151

182

190

247

247

223

225

PED_19

217

217

198

210

205

219

161

177

198

208

145

147

190

190

245

245

223

225

PED_20

217

217

184

204

205

219

163

169

196

200

141

145

190

196

245

245

221

225

PED 21

219

221

196

202

219

219

169

175

200

202

145

157

196

202

245

247

225

225

PED_22

217

217

192

212

219

219

163

167

198

208

147

149

192

196

245

247

225

225

PED 23

217

229

194

198

219

227

161

171

194

198

133

155

192

196

245

245

221

221

PED_24

217

217

186

196

205

221

163

175

202

208

145

151

188

192

245

245

221

225

PED_25

217

223

190

196

219

223

163

163

196

206

135

145

196

198

245

245

225

225

PED_26

217

217

186

190

205

229

163

169

200

200

141

147

188

196

245

247

221

225

PED 27

217

217

198

210

209

221

161

163

198

198

147

149

190

190

245

245

225

225

PED_28

217

217

184

200

217

219

163

169

198

200

147

149

192

196

245

245

225

225

PED_29

217

223

190

190

217

219

163

163

196

206

145

151

188

192

247

247

221

221

PED_30

217

217

194

208

219

223

165

169

198

198

147

149

190

196

245

245

221

225

PED 31

217

217

186

202

215

225

171

173

202

202

149

149

196

206

247

247

225

225

PED_32

217

217

200

204

219

227

161

165

198

202

145

153

190

190

245

245

221

225

PED_33

217

217

184

200

219

229

163

163

204

204

137

147

190

192

245

245

221

221

PED 34

217

219

186

186

219

223

163

163

200

202

139

141

190

198

247

247

225

225

PED_35

217

217

186

202

221

223

163

175

198

202

139

145

190

196

245

247

221

225

PED_36

217

225

196

208

215

215

169

169

196

208

145

147

192

196

245

245

221

225

PED 37

217

217

200

212

211

225

173

175

198

202

139

147

190

190

245

247

225

225

PED_38

217

217

182

186

227

227

163

175

202

204

141

145

190

190

245

245

225

225

PED_39

217

217

190

194

215

225

161

169

198

206

137

145

196

198

245

247

221

225

PED_40

217

217

196

202

205

205

163

163

198

200

145

151

190

190

245

245

221

225
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PED_41

219

223

184

192

219

219

173

173

196

202

143

143

182

192

245

245

221

225

PED_42

217

217

176

200

219

221

163

165

194

198

147

147

192

194

247

247

221

221

PED 43

217

217

196

198

219

229

169

169

198

200

145

145

190

190

247

247

225

225

PED_44

217

217

198

202

225

227

163

169

196

202

145

147

196

196

245

247

223

225

PED_45

217

223

208

210

203

215

163

171

198

200

147

151

192

196

247

247

221

225

PED_46

217

217

202

208

203

205

163

163

198

198

145

147

190

196

245

245

225

225

PED 47

217

217

190

190

219

225

163

163

198

210

145

147

192

196

245

245

221

225

PED_48

217

217

192

194

217

221

163

169

194

206

137

137

190

192

245

247

225

225

PED_49

217

217

190

200

205

219

163

163

196

202

147

147

192

194

245

245

225

225

PED_50

217

217

206

208

215

219

169

171

184

186

145

145

190

196

245

247

225

225

SHE1_01

219

219

182

184

205

205

171

177

158

158

147

149

218

222

247

247

223

223

SHE1_02

219

219

184

186

197

205

169

177

158

158

149

161

202

218

247

247

221

223

SHE1_03

219

219

182

182

205

205

151

153

158

158

147

151

218

226

247

247

221

223

SHEZL 04

219

219

184

186

197

205

151

153

154

158

149

149

212

228

247

249

223

223

SHE1_05

219

221

182

184

197

205

153

169

158

206

149

149

202

214

249

249

221

221

SHE1_06

219

219

184

184

197

205

153

159

158

180

147

149

232

236

247

247

223

223

SHEL 07

219

219

182

194

205

205

161

161

158

158

149

149

218

222

249

249

223

223

SHE1 08

219

219

182

184

205

205

153

173

158

158

147

147

224

226

245

247

221

221

SHE1_09

219

221

182

182

205

205

153

161

158

158

149

153

218

222

249

249

223

223

SHEL 10

219

219

180

184

205

221

151

153

158

158

147

147

210

214

247

249

223

223

SHEL 11

219

221

180

182

205

205

153

153

180

180

147

149

210

222

249

249

223

223

SHE1_12

219

219

182

182

205

205

153

153

158

210

147

149

226

228

249

249

221

223

SHE1 13

219

219

184

186

197

205

153

155

158

158

147

149

218

226

247

247

221

223

SHEL 14

219

221

182

184

195

205

153

155

158

158

145

149

218

220

249

249

223

223

SHEL 15

219

221

184

186

205

205

163

175

158

160

149

155

230

236

249

249

221

223

SHE1_16

219

219

182

182

205

205

153

153

158

158

147

161

202

220

249

249

223

223
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SHE1_17

221

221

182

182

205

205

153

153

158

158

149

153

200

224

249

249

221

221

SHE1 18

219

219

184

186

205

205

153

153

160

160

147

151

204

222

249

249

223

223

SHEL 19

221

221

186

186

195

205

153

153

158

158

149

153

222

234

247

249

221

223

SHE1_20

219

219

194

196

199

205

153

153

158

180

149

151

206

226

247

249

221

223

SHE1_21

219

221

182

184

205

205

153

163

158

158

149

149

220

224

249

249

223

223

SHEL 22

221

221

182

182

205

207

171

171

158

158

147

149

214

222

247

249

221

223

SHE1 23

219

219

182

182

197

209

153

153

180

182

147

149

220

224

249

249

223

223

SHE1 24

219

219

182

182

205

207

151

171

158

158

147

151

220

222

247

249

223

223

SHEL 25

219

221

182

184

205

207

153

173

158

158

141

143

220

234

249

249

223

223

SHE1_26

219

221

182

182

205

205

151

153

158

182

149

151

222

222

249

249

223

223

SHE1_ 27

219

219

182

184

197

205

153

173

158

158

149

155

218

222

249

249

223

223

SHE1_28

219

219

182

184

205

205

153

171

158

158

147

149

222

224

249

249

223

225

SHE1_29

219

221

182

184

197

205

153

153

158

158

147

149

222

224

249

249

223

225

SHE1_30

219

219

182

196

197

205

153

155

158

158

147

151

194

216

247

247

223

223

SHE1 31

219

219

182

196

197

205

155

155

158

158

147

149

210

216

249

249

221

223

SHE1_32

219

219

182

184

205

205

151

153

158

158

155

161

226

236

247

251

221

223

SHE1 33

219

219

184

184

199

207

173

175

156

156

149

149

216

216

249

249

221

221

SHE1 34

219

221

184

184

207

211

151

153

156

156

147

149

220

222

249

249

223

223

SHE1_35

219

219

182

190

209

209

153

153

156

156

149

149

202

214

249

249

221

223

SHE1 36

219

219

184

184

199

207

151

155

156

156

145

149

214

234

247

249

221

223

SHE1_37

219

219

182

182

199

211

153

153

156

156

147

149

220

220

249

249

223

223

SHE1_38

219

219

184

184

207

207

153

153

156

156

149

149

218

218

249

249

223

223

SHEL 39

221

221

182

182

207

207

153

155

156

156

147

149

220

220

245

249

221

223

SHEL 40

219

221

180

182

197

199

173

173

156

180

143

151

198

216

247

249

223

223

SHE1 41

219

219

182

182

199

211

153

153

156

156

147

149

202

230

249

249

221

223

SHEL 42

219

219

182

186

199

211

153

153

156

156

149

151

202

202

249

249

221

223
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SHE1_43

219

219

182

186

207

209

151

155

156

156

149

153

214

214

247

249

221

221

SHEL 44

219

221

182

184

207

207

153

153

180

180

151

151

216

216

249

249

223

225

SHE1_45

219

219

182

184

207

207

173

175

156

156

149

151

194

220

249

249

223

223

SHE2_ 01

219

219

182

184

207

207

151

153

156

156

149

151

214

214

249

249

221

223

SHE2_ 02

219

219

182

182

199

207

151

151

156

180

151

153

220

222

249

249

221

223

SHE2_ 03

221

221

184

186

199

207

153

153

156

156

149

149

220

226

249

249

221

223

SHE2_ 04

219

219

182

186

199

207

153

153

156

156

149

151

230

230

247

249

223

223

SHE2_ 05

219

219

182

184

207

219

153

155

156

180

149

151

220

222

247

249

223

223

SHE2_ 06

221

221

182

182

207

207

151

153

156

156

149

149

220

228

249

249

221

223

SHE2_ 07

219

221

182

192

199

207

153

169

154

156

149

149

190

210

249

253

221

223

SHE2_08

219

219

182

182

199

207

169
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249
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221
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221
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249
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219
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217
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184
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207
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149

153

194
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247

247

223

223
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217

219

182

184

207

207

153

171
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156

147

149

194
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247

247

223

223

SHE2 43

219

219
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213
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247
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223

223
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219

219

180

184

199

207

151

153

156

156

149

153

220

220

247
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218
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249
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223

223
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219

182

184
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180
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206
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247
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223
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219

221

184
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197

205
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216

224

249
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223

223
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219

219
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194
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155
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247

249

223

223
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219

219
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216
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249
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221

223
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219
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149
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218
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219

219
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219
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219

186

190

207

209

153

153

156

156

157

157

222

226

249

249

221

221

MCR2_ 09

219

219
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219

219

182

184

199

207

153

153

156

156

149

149

196

216

249

249

221
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221
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208
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219
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219
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149
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220
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245
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219

219
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219
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156

149

153

220
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247
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223

223
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219

221

182

184
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207

153

153

156

156

149

155

214
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247
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223

223
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219

219

184

184
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180
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219
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208
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219
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247
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219

221
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180
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249

221

223

MCR2_ 43

219

219

184

186

207

207

153

153

158

180

149

149

202

202

245

247

221

223

MCR2_ 44

219

219

182

184

207

207

153

183

156

156

149

149

220

224

247

249

221

221

MCR2_ 45

219

219

182

216

197

207

153

153

180

180

149

153

196

224

249

249

221

223

MCR2_ 46

223

223

182

184

199

207

153

153

156

156

149

153

220

224

247

249

221

221

MCR2_ 47

219

219

182

182

207

207

153

153

156

156

147

149

220

222

249

249

221

223

MCR2_ 48

219

219

182

182

207

209

153

153

156

156

147

151

220

220

249

249

223

223

MCR2_ 49

219

221

184

184

207

207

151

151

156

206

149

153

216

222

249

249

221

223

MCR2_ 50

217

219

182

184

199

205

153

153

156

156

153

153

222

224

249

249

221

223

ERO_01

221

221

184

186

207

207

153

153

156

156

145

147

198

220

247

249

223

223

ERO_02

219

219

184

184

209

209

153

153

156

156

137

153

222

224

249

249

223

223

ERO_03

219

219

182

202

207

207

153

153

156

156

147

153

190

218

249

249

223

223

ERO_04

219

221

182

182

207

207

153

153

156

180

149

149

196

196

247

249

223

223

ERO_05

219

221

182

182

207

207

153

153

156

180

147

149

196

196

249

249

223

223

ERO_06

219

221

182

184

207

207

153

167

156

180

147

149

216

216

247

249

221

223

ERO_07

221

221

182

182

213

221

153

155

156

156

149

163

218

230

249

249

221

223

ERO_08

219

219

182

182

227

227

153

173

180

180

147

147

218

226

249

249

223

223
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ERO_09

219

221

182

192

207

207

153

173

156

156

141

149

224

224

249

249

223

223

ERO_10

219

219

182

182

207

221

153

153

156

156

149

149

196

222

249

249

223

223

ERO 11

219

221

182

182

207

207

153

169

156

180

149

149

222

224

249

249

221

223

ERO_12

219

219

182

182

199

207

153

153

180

180

149

149

222

224

247

249

223

223

ERO_13

217

219

182

184

199

207

153

173

156

156

147

153

224

230

249

249

223

223

ERO_14

221

221

182

186

199

207

153

153

156

156

149

153

214

224

249

249

223

223

ERO 15

219

221

182

184

207

207

173

179

180

202

153

155

220

220

249

249

223

223

ERO_16

219

219

182

186

199

207

151

153

156

204

143

149

206

218

247

249

221

223

ERO 17

219

219

182

182

207

221

153

153

156

156

147

149

196

222

249

249

223

223

ERO 18

219

219

182

182

219

221

153

153

156

156

149

149

218

222

249

249

223

223

ERO_19

219

221

182

182

207

209

153

153

156

180

149

149

222

222

249

249

223

223

ERO_20

219

219

182

182

207

209

153

173

156

180

149

149

218

218

249

249

221

223

ERO 21

217

219

182

182

199

207

153

153

156

156

147

149

220

220

249

249

223

223

ERO_22

219

221

182

182

207

207

153

153

156

158

149

153

218

218

247

249

223

223

ERO_23

217

219

182

186

199

207

153

175

156

156

149

149

220

220

249

249

223

223

ERO 24

219

219

182

186

207

207

169

173

156

156

149

151

202

224

249

249

223

223

ERO 25

219

219

182

186

207

207

153

153

156

180

147

151

230

230

249

249

223

223

ERO_26

219

221

184

186

207

207

151

153

156

156

145

151

194

194

249

249

221

223

ERO_27

219

221

180

182

207

209

151

153

156

180

149

149

222

222

249

249

223

223

ERO_28

219

221

182

182

207

209

153

153

156

156

149

149

216

218

249

249

223

223

ERO_29

219

221

182

182

207

207

151

173

156

156

149

153

208

218

249

249

221

223

ERO_30

219

221

182

184

197

199

153

153

156

156

147

147

220

238

247

249

221

223

ERO_31

219

219

182

186

197

199

153

173

156

156

149

149

202

202

249

249

223

225

ERO_32

219

221

186

186

199

207

153

155

156

156

151

153

200

226

249

249

221

223

ERO_33

219

219

180

182

207

207

153

173

156

156

149

149

194

222

247

249

223

223

ERO_34

219

219

184

184

197

207

153

173

156

156

147

149

224

226

249

249

221

223
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ERO_35

219

219

182

182

207

207

151

155

156

156

149

153

218

220

249

249

221

223

ERO_36

219

219

182

194

199

207

153

155

156

156

151

153

200

200

247

249

223

223

ERO_37

219

219

182

186

207

207

153

173

156

158

149

149

202

202

249

249

223

223

ERO_38

219

219

186

186

197

199

153

155

156

156

147

149

194

194

249

249

223

223

ERO_39

219

219

184

184

199

207

167

173

156

156

147

151

218

220

249

249

221

223

ERO_40

217

219

180

182

207

207

151

153

156

156

149

153

228

230

249

249

221

221

ERO 41

217

219

182

186

207

207

153

173

156

180

151

153

222

230

249

249

223

223

ERO_42

219

221

182

184

207

207

153

153

156

156

147

149

222

222

249

249

223

223

ERO 43

219

221

182

182

199

207

153

153

156

156

149

149

224

224

249

249

223

223

ERO_44

219

219

182

182

199

207

153

153

156

156

147

149

214

214

249

249

223

223

ERO_45

219

221

182

186

199

219

153

169

156

156

149

149

224

224

249

249

223

223

ERO_46

219

219

180

182

207

207

153

153

156

156

147

153

220

220

249

249

223

223

ERO 47

219

221

182

182

199

207

153

153

156

156

147

149

224

224

249

249

223

223

ERO_48

219

219

180

184

197

207

173

175

156

156

149

153

220

220

249

249

223

223

ERO_49

219

221

182

194

207

207

169

175

156

156

149

155

224

224

249

249

223

223

ERO_50

217

221

182

182

199

209

153

169

156

156

149

149

214

216

249

249

223

223

SMI1_01

219

219

182

182

207

207

155

155

156

156

141

149

190

198

247

249

223

223

SMI_02

221

223

182

182

207

209

151

153

156

182

147

151

196

196

249

249

223

223

SM1_03

209

219

182

196

207

207

151

151

156

180

151

151

210

222

249

249

221

223

SMI_04

209

219

184

196

207

207

151

175

156

156

153

153

222

222

249

249

221

223

SMI_05

219

219

182

186

207

207

153

153

156

156

145

145

196

200

249

249

221

221

SMI1_06

219

221

182

184

199

207

153

153

156

156

149

149

196

196

249

249

223

223

SMI_07

219

219

182

182

197

207

151

151

156

180

149

149

218

222

249

249

223

223

SMI_08

219

219

182

198

209

211

151

153

156

182

149

155

194

214

249

249

221

223

SMI_09

219

219

182

192

207

207

151

151

156

156

147

149

224

224

247

249

223

223

SMI_10

219

219

182

182

199

199

151

153

156

156

149

151

220

230

247

249

223

225
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SMI_11

219

221

182

186

207

219

151

153

156

180

147

151

220

220

249

249

223

223

SMI_12

219

219

182

186

207

209

153

171

156

156

149

149

220

220

247

247

223

223

SMI_13

219

219

182

184

197

209

153

153

156

156

149

151

226

226

247

249

223

223

SMI_14

219

221

182

184

197

207

163

177

156

156

137

145

214

218

249

249

221

223

SMI_15

219

221

182

184

199

207

153

153

156

156

149

149

222

238

249

249

221

223

SMI_16

219

219

182

184

207

207

151

151

156

156

149

153

226

226

247

249

223

223

SMI_17

219

219

184

188

207

207

153

153

156

180

149

149

218

222

247

247

223

223

SMI_18

219

219

184

184

197

207

153

153

156

180

149

151

208

224

247

249

221

223

SMI_19

219

221

184

184

199

207

151

155

156

156

149

149

222

226

249

249

223

223

SMI_20

219

221

184

186

205

207

151

153

180

182

149

149

202

220

247

249

221

223

SMI_21

219

221

184

184

197

207

151

175

156

156

143

151

194

212

247

249

223

223

SMI_22

219

221

184

192

207

211

151

173

156

180

149

155

196

214

249

249

221

223

SMI_23

219

219

182

182

207

207

151

153

156

180

149

149

196

222

249

249

223

223

SMI_24

219

221

182

194

207

211

151

151

156

180

141

151

234

236

247

249

223

223

SMI_25

219

219

182

182

207

207

151

151

156

156

149

151

218

218

249

249

221

223

SMI_26

219

219

184

184

199

207

153

153

156

156

149

153

220

230

249

249

223

225

SMI_27

219

221

182

186

207

207

153

155

156

156

139

149

210

230

249

249

223

223

SMI1_28

217

219

182

184

199

207

151

153

156

156

141

149

222

228

247

249

223

223

SMI_29

219

221

184

186

207

207

153

173

156

156

149

149

196

196

247

247

223

223

SMI_30

219

221

186

194

199

207

151

151

156

180

147

149

214

214

247

249

223

223

SMI_31

219

221

184

184

207

207

151

153

156

156

151

161

218

218

249

249

221

223

SMI_32

219

221

184

188

207

207

153

153

156

156

147

151

232

232

249

249

223

223

SMI_33

219

221

182

182

207

207

173

173

156

180

149

149

198

234

247

249

223

223

SMI_34

219

221

182

182

199

207

153

153

156

156

139

149

216

216

249

249

223

223

SMI_35

219

219

182

196

199

207

153

153

156

156

151

155

224

226

249

249

223

223

SMI_36

221

223

184

186

207

207

151

153

156

156

149

149

198

212

249

249

223

223
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SMI_37

219

221

182

198

199

207

151

153

156

156

149

149

236

238

249

249

221

223

SMI_38

219

219

184

198

207

207

151

151

156

156

149

155

194

194

249

249

223

223

SMI_39

219

219

182

182

207

207

151

151

156

182

149

151

218

220

249

251

221

223

SMI_40

209

219

182

182

199

199

153

155

156

180

149

149

218

222

249

249

223

223

SMI_41

219

219

186

186

207

207

151

153

156

156

145

147

218

218

249

249

221

223

SMI_42

219

221

182

186

199

199

153

153

156

182

147

147

218

220

249

249

221

223

SMI_43

221

221

182

184

199

207

151

153

156

156

149

149

216

222

249

249

221

223

SMI_44

221

221

182

182

207

207

153

153

180

180

147

149

194

194

249

249

223

223

SMI_45

219

219

182

184

199

207

153

153

156

156

149

149

214

224

249

249

223

223

SMI_46

219

219

182

182

207

207

151

151

156

208

149

155

194

194

247

249

223

223

SM1_47

219

219

182

186

207

207

153

153

156

156

149

149

196

200

249

249

221

223

SMI_48

217

219

182

184

207

207

151

175

156

156

149

149

222

222

249

249

221

223

SMI_49

219

221

182

184

207

207

153

177

156

180

147

149

220

222

249

249

223

223

SMI_50

219

219

184

184

207

207

153

153

180

180

151

151

218

218

249

249

221

223

CUR_01

219

219

182

184

207

207

169

173

156

180

149

161

226

226

249

249

221

221

CUR_02

219

219

182

184

199

207

173

175

156

156

141

149

224

230

249

249

221

221

CUR_03

219

219

182

184

207

207

151

155

156

156

141

147

224

224

249

249

221

223

CUR 04

219

219

184

186

207

209

153

155

156

180

149

161

194

194

249

249

223

223

CUR_05

219

221

182

184

207

207

151

153

156

156

145

151

226

228

249

249

223

225

CUR_06

221

221

182

184

197

207

151

153

156

156

141

149

214

224

249

249

223

223

CUR_07

219

219

182

184

207

207

153

173

156

156

151

157

222

222

249

249

223

223

CUR_08

219

221

182

184

207

207

151

173

156

156

141

147

194

226

249

249

221

223

CUR_09

219

219

184

184

207

209

153

153

156

156

141

149

194

226

249

249

223

223

CUR_10

219

219

184

186

207

207

153

153

156

156

147

149

220

222

249

249

221

221

CUR_11

219

219

182

182

207

209

153

153

156

156

149

151

194

194

249

249

223

223

CUR_12

219

221

184

194

207

209

153

171

156

156

141

149

216

230

249

249

221

223
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CUR_13

219

219

184

184

207

207

153

153

156

156

147

147

230

230

247

249

223

223

CUR_14

219

219

184

184

207

207

153

153

156

156

147

149

194

218

247

251

223

223

CUR_15

219

221

182

186

199

209

151

169

156

180

147

149

214

218

249

249

221

223

CUR_16

219

219

184

184

207

207

153

153

156

156

149

149

230

230

247

249

223

223

CUR_17

219

219

182

184

207

207

153

169

156

180

149

149

226

226

249

249

221

223

CUR_18

221

221

182

182

207

209

153

153

156

156

141

149

226

226

249

249

223

223

CUR_19

219

221

182

186

207

223

153

161

156

198

147

149

220

224

245

249

223

225

CUR_20

219

219

182

184

207

207

153

153

156

156

147

151

198

198

249

249

221

223

CUR 21

219

219

182

184

207

207

169

173

156

180

147

161

194

226

249

249

221

223

CUR_22

219

219

182

182

207

209

151

153

156

182

141

149

212

212

247

249

223

223

CUR_23

217

223

182

198

217

225

161

161

186

200

147

161

192

198

245

245

225

225

CUR_24

219

219

184

186

207

209

151

153

156

204

149

149

220

232

249

249

221

221

CUR_25

219

221

182

184

207

223

151

155

156

180

147

151

194

196

245

249

221

223

CUR_26

219

219

182

184

199

207

169

175

156

156

149

149

220

222

249

249

221

223

CUR_27

219

219

182

182

207

207

153

169

156

180

149

153

194

224

249

249

223

223

CUR_28

219

219

184

200

209

223

153

161

156

192

143

147

192

198

245

249

223

223

CUR_29

219

219

190

198

215

215

161

173

200

200

135

149

188

194

245

247

223

225

CUR_30

219

219

182

182

207

207

151

175

156

180

147

149

212

226

249

249

223

223

CUR_31

219

219

182

184

207

207

151

169

156

182

149

155

222

222

249

249

223

223

CUR_32

219

219

182

184

199

207

151

153

156

156

139

147

202

224

249

249

223

223

CUR_33

219

219

182

186

197

207

151

175

156

156

147

151

194

230

249

249

223

223

CUR_34

219

219

182

184

207

209

153

173

156

156

141

143

218

220

249

249

221

223

CUR_35

219

219

182

182

207

207

153

173

156

180

149

153

216

230

249

249

223

223

CUR_36

219

219

182

184

207

209

151

153

156

180

141

141

214

220

249

249

221

223

CUR_37

219

219

182

184

207

211

153

169

156

156

143

145

194

224

249

249

223

223

CUR_38

219

219

184

184

207

209

153

175

156

156

147

149

194

220

249

253

221

223
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CUR_39

219

219

184

184

207

207

151

173

156

156

145

149

226

228

249

249

221

223

CUR_40

219

219

184

184

207

209

153

153

156

156

147

149

220

226

249

249

221

223

CUR 41

219

219

184

184

207

207

153

153

156

156

147

149

194

218

247

249

223

223

CUR_42

219

219

182

184

199

207

153

153

156

156

149

151

236

238

249

249

223

223

CUR_43

219

219

182

184

199

207

151

173

156

156

149

149

224

226

249

249

221

223

CUR_44

219

219

182

184

207

207

153

173

156

156

151

155

222

224

249

249

221

223

CUR_45

219

219

182

182

207

207

153

171

156

180

147

149

194

230

249

249

223

223

AMP_01

217

217

184

202

205

225

169

169

196

198

137

149

190

196

245

245

225

227

AMP_02

217

219

176

184

231

231

161

169

204

204

145

151

196

198

245

245

221

221

AMP_03

217

219

188

202

207

219

163

167

198

208

145

153

196

196

245

247

221

225

AMP_04

217

217

184

184

207

219

163

163

198

200

149

153

190

196

245

245

221

225

AMP_05

217

217

190

212

219

223

165

167

200

202

143

147

196

196

245

245

221

225

AMP_06

221

223

192

200

207

227

163

173

194

196

137

151

190

196

245

247

221

225

AMP_07

217

217

200

202

219

225

163

169

202

208

139

151

190

192

245

245

221

225

AMP_08

217

223

200

202

213

223

169

175

198

208

139

139

196

196

245

245

223

223

AMP_09

217

219

186

200

205

221

163

169

196

196

137

145

196

198

245

245

225

225

AMP_10

217

219

176

184

219

225

171

171

198

204

141

145

188

194

245

245

223

225

AMP_11

217

219

184

190

219

223

163

169

194

202

145

149

190

196

245

247

221

225

AMP_12

217

223

186

202

227

227

167

171

200

204

137

145

192

192

247

249

225

227

AMP_13

217

219

184

184

223

227

163

169

194

200

139

155

190

198

245

247

221

225

AMP_14

217

217

190

198

205

221

161

169

180

200

149

151

190

196

247

247

221

221

AMP_15

217

217

184

200

225

229

163

169

198

200

149

151

196

196

245

247

225

225

AMP_16

217

223

204

210

225

229

173

173

202

206

135

151

188

192

245

245

221

223

AMP_17

217

217

196

196

217

227

161

169

204

204

139

141

190

196

245

245

223

225

AMP_18

217

217

184

200

223

227

159

163

196

200

149

151

188

190

245

245

223

225

AMP_19

217

217

184

206

213

219

163

167

196

202

137

147

190

192

245

247

223

227
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AMP_20

217

217

184

184

221

225

153

169

200

206

143

149

196

196

245

247

225

225

AMP_21

217

217

186

204

217

221

163

163

194

204

135

149

196

196

245

247

223

225

AMP_22

217

217

184

198

225

225

159

169

196

198

143

147

190

198

245

245

223

225

AMP_23

217

217

196

206

211

223

163

171

202

208

145

153

190

194

245

247

221

225

AMP_24

217

217

198

198

213

225

161

167

198

202

137

155

190

196

245

247

221

225

AMP_25

217

217

192

192

217

219

163

163

196

198

137

145

196

196

245

245

223

227

AMP_26

217

217

182

200

229

233

163

163

198

200

145

155

188

190

245

245

223

225

AMP_27

217

217

190

196

211

221

161

169

210

210

139

155

190

196

245

247

223

225

AMP_28

217

217

184

184

205

223

159

171

204

210

149

153

190

196

245

245

221

221

AMP_29

217

223

200

206

217

219

163

173

196

202

151

151

190

196

245

247

221

223

AMP_30

217

217

196

202

223

225

163

169

196

200

145

151

188

188

245

247

225

225

AMP_31

217

217

192

192

213

229

161

167

196

198

145

151

190

190

245

247

221

225

AMP_32

217

223

194

200

219

223

169

173

202

208

139

147

196

196

245

247

223

225

AMP_33

217

223

184

202

219

221

163

163

194

198

135

151

190

210

245

247

223

225

AMP_34

217

219

200

204

207

231

161

169

196

202

147

149

190

196

245

245

221

225

AMP_35

217

217

194

198

213

229

161

163

196

202

133

147

192

196

245

245

225

225

AMP_36

217

217

192

192

223

223

163

163

196

196

139

151

188

190

245

245

223

225

AMP_37

217

223

188

190

219

221

163

169

202

204

143

143

190

196

245

245

225

225

AMP_38

217

217

200

204

221

221

159

169

196

206

149

149

196

198

245

247

221

221

AMP_39

217

223

186

190

207

217

163

169

196

206

145

145

192

196

245

245

221

225

AMP_40

217

221

184

200

217

231

167

169

198

202

143

145

190

190

247

247

221

225

AMP_41

217

217

194

194

217

219

163

163

196

200

139

143

192

196

245

247

221

225

AMP_42

217

217

184

184

217

219

169

169

194

200

143

149

196

196

245

249

221

225

AMP_43

217

219

198

202

219

221

157

161

196

206

137

151

190

198

245

247

221

223

AMP_44

217

217

184

194

219

227

171

173

196

206

145

153

196

196

245

245

221

225

AMP_45

217

219

184

200

213

219

163

163

198

206

145

151

190

196

245

245

221

221

Apéndice |92



SSB_01

219

219

182

194

221

225

161

161

202

204

141

141

196

196

249

251

225

225

SSB_02

221

221

204

208

211

225

161

161

198

200

139

145

196

196

249

251

223

225

SSB_03

219

223

182

220

221

225

149

149

198

198

141

153

190

192

251

253

223

225

SSB_04

219

221

196

222

221

225

161

161

202

202

141

151

190

196

249

251

223

223

SSB_05

219

225

192

194

211

229

163

165

198

200

137

141

196

196

249

249

225

225

SSB_06

221

221

182

200

211

211

161

165

200

202

139

145

196

196

249

251

223

225

SSB_07

219

219

194

200

225

227

167

167

192

200

131

161

190

192

249

251

225

225

SSB_08

219

221

182

188

211

217

161

161

200

204

137

141

196

196

249

251

223

225

SSB_09

221

221

182

184

211

227

151

161

192

198

139

147

192

192

249

251

225

227

SSB_10

219

219

182

182

223

225

163

163

194

202

151

153

196

196

249

253

223

225

SSB_11

219

219

182

196

211

211

161

161

200

202

141

153

192

196

249

249

223

223

SSB_12

219

219

196

208

211

223

151

161

196

200

141

151

192

196

249

249

223

225

SSB_13

221

221

192

192

211

221

161

169

192

200

147

153

192

196

249

251

223

223

SSB_14

221

225

180

194

223

223

161

163

200

200

139

143

192

192

249

251

225

225

SSB_15

219

221

192

196

213

225

149

161

192

198

141

161

196

196

249

249

225

227

SSB_16

219

221

190

200

223

225

161

163

196

202

139

153

192

196

251

251

223

225

SSB_17

219

221

182

208

223

229

161

161

200

202

143

155

196

196

249

249

223

225

SSB_18

221

223

190

194

221

225

151

163

180

200

141

163

190

196

251

251

223

225

SSB_19

221

221

200

208

219

221

161

161

200

200

151

155

192

196

249

251

223

225

SSB_20

219

219

198

202

207

211

163

163

180

180

141

141

192

196

249

251

225

225

SSB_21

219

221

200

204

221

223

159

161

198

200

133

153

194

196

249

251

223

225

SSB_22

219

221

184

204

219

221

161

161

186

200

137

139

196

196

251

251

223

223

SSB_23

219

221

198

200

219

225

161

161

200

202

141

147

192

196

249

251

223

225

SSB_24

221

225

182

204

221

227

161

165

180

196

145

161

192

196

251

251

225

225

SSB_25

219

221

184

204

219

223

161

161

186

192

137

139

192

196

249

249

223

223

SSB_26

221

223

182

182

225

231

151

161

192

202

139

139

192

192

251

251

225

225
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SSB_27

219

225

194

200

223

223

149

161

198

200

133

141

196

196

249

251

225

225

SSB_28

219

219

182

182

223

225

165

167

194

194

141

153

196

196

249

249

223

225

SSB_29

219

221

190

204

211

221

161

161

192

194

139

141

190

196

249

251

225

225

SSB_30

221

225

180

194

223

223

161

161

192

200

139

153

192

196

249

251

225

225

SSB_31

219

221

194

206

223

225

161

171

200

200

141

151

196

196

249

251

223

225

SSB_32

223

225

182

194

225

225

161

161

198

200

141

145

192

196

249

251

225

225

SSB_33

219

219

180

204

201

227

161

161

186

200

139

153

196

196

249

249

225

225

SSB_34

219

219

192

198

225

227

159

161

196

200

141

141

196

196

249

249

225

225

SSB_35

221

223

182

206

221

225

161

161

194

198

137

139

190

196

249

251

225

225

SSB_36

221

221

182

182

221

223

151

165

200

202

141

141

192

196

249

251

225

225

SSB_37

219

223

182

184

225

227

161

165

192

200

139

145

192

196

249

249

225

225

SSB_38

219

221

182

190

211

225

161

161

200

200

145

163

192

196

249

251

223

225

SSB_39

221

221

182

206

225

227

161

163

192

194

139

141

190

196

249

251

223

225

SSB_40

221

223

182

200

225

225

151

153

200

202

145

145

192

196

249

251

223

225

SSB_41

219

221

180

182

223

233

161

163

200

200

141

145

196

196

249

251

225

225

SSB_42

219

219

184

202

223

223

161

161

200

200

141

153

192

196

249

251

225

225

SSB_43

219

225

182

194

207

211

161

161

200

200

141

143

196

196

251

251

223

225

SSB_44

219

221

204

210

223

225

161

161

200

202

139

145

196

196

251

251

223

223

SSB_45

219

221

194

194

201

219

149

163

194

194

151

153

190

196

249

251

225

227

SSB_46

219

225

202

202

221

225

149

161

192

198

153

153

196

196

251

251

225

225

SSB_47

219

221

204

208

207

215

161

161

200

202

145

155

196

196

249

251

223

225

SSB_48

219

221

198

200

221

223

161

161

198

200

139

153

192

194

249

251

225

225

SSB_49

219

221

202

206

225

225

151

161

200

202

133

145

196

196

249

249

225

225

SSB_50

221

223

190

192

213

223

161

169

186

198

145

149

190

192

249

251

225

225

PNI_01

219

221

186

198

207

221

153

163

198

208

141

149

222

234

249

253

223

225

PNI_02

221

223

184

184

197

207

153

175

158

158

149

149

216

216

253

253

225

225
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PNI_03 |221]221|182|186|199|207|151|153|158|158|149|149|216|216|253|253| 225 | 225
PNI_04 |221|221|184|188|207|207|151|153|158|158|149|149|222 (230|251 |253| 225 | 225
PNI_05 |221/221|184|186|199|207|153|153|158|158|149|155|232|232|253|253| 225 | 225
PNI_06 |223|223|182|184|221|225|153|177|158|158|149|149|212|214|253|253| 223 | 225
PNI_07 |221]221|184|188|199|221|153|173|204|204|155|157|222|222|253|253| 223 | 225
PNI_08 |221|221|182|184|199|207|153|153|158|204|151|151|196|196|253|253| 225 | 225
PNI_09 |221|221|182|184|207|209|153|173|158|158|149|149|220|220|253|253| 225 | 227
PNI_10 |219]219|198|200221|225|163|163|202|206|141|149|190|190|249|249| 227 | 227
PNI_11 |221|223|182|186|197|199|153|153|158|158|145|149|212|222|253|253| 225 | 225
PNI_12 [221|221|182|184|207|209|151|153|158|158|149|149|220|220|253|253| 223 | 225
PNI_13 |223|223|184|188|207|207 |153|153|158|158|149|149|196|222|253|253| 225 | 225
PNI_14 |221|223|182|182|207|211|153|153|158|158|149|149|218|218|251|253| 225 | 225
PNI_15 |221|221|184|184|197|207|153|171|158|158|149|151|214|218|251|253| 223 | 225
PNI_16 |221|221|184|184|207|207|153|153|158|158|145|149|218|234|251|251| 225 | 225
PNI_17 |221]223|182|186 207|207 |153|153|158|158|143|159|210|210|253|253| 225 | 225
PNI_18 [223|223|188|196|199|209|153|153|158|158|149|155|214 (230|251 |253| 225 | 227
PNI_19 [219|221|182|182|207|207|153|155|158|158|147|149|222|224|253|253| 225 | 229
PNI_20 |219|223|182|184|211|221|153|171|158|206|149|149|190|190|249|253| 225 | 227
PNI_21 |221]221|182|200|207|207|173|175|158|160 |147|149|222|226|251|253| 225 | 225
PNI_22 221|221|182|182|207|207|151|173|200|200|149|153|218|218|253|253| 225 | 227
PNI_23 [221|221|184|184|207|209|153|153|158|158|149|153|216|218|253|253| 223 | 225
PNI_24 |221]221|182|184|199|207|151|153|180|182|145|151|202|216|253|253| 225 | 225
PNI_25 |221|221|182|184|207|207|153|155|158|158|145|149|218|218|251|253| 225 | 225
PNI_26 |221|221|182|182|209|223|155|173|158|158|149|151|194|218|253|253| 225 | 225
PNI_27 |221]221|182|184|199|207|153|173|158|158|143|147|220|226|249|253| 223 | 225
PNI_28 [221|221|182|186|207|223|151|153|158|158|149|151|222 (238|251 |253| 223 | 225
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PNI_29 |221]221|184|186|199|207 |151|153|158|158|141|153|194|204|251|253| 223 | 225
PNI_30 [221|223|182|186|199|199|153|153|158|158|149|149|222|226|251|253| 223 | 225
PNI_31 [221|221|182|184|207|209|151|153|158|180|145|149|194|194|253|253| 223 | 225
PNI_32 |221]221|182|182|207|209|153|153|158|202|149|151|196|196|253|253| 223 | 225
PNI_33 |221|223|182|198|207|207|153|175|158|202|145|149|220|220|253|253| 225 | 225
PNI_34 [221|223|182|182|207|211|153|153|158|184|149|149|196|218|251|253| 225 | 225
PNI_35 [221|221|182|182|199|207|151|153|180|180|125|149|224|226|253|253| 225 | 225
PNI_36 |221|225|182|182|207|207|153|153|158|188|139|149|218|220|253|253| 223 | 225
PNI_37 [221|221|182|184|199|207|153|169|180|182|149|149|214|214|251|253| 225 | 225
PNI_38 |221|221|182|186|207|207|153|153|158|158|141|149|196|196|251|253| 225 | 225
PNI_39 |221]221|186|196|199|207 |145|153|158|206|149|149|200|200|251|253| 225 | 225
PNI_40 |221|225|166|166|207|209|151|151|158|158|149|153|194|194|253|253| 225 | 225
PNI_41 |221]221|184|186|207|209|153|153|158|158|149|149|220|220|253|253| 225 | 227
PNI_42 221|221|182|182|197|207|151|153|158|158|147|147|222|222|251|253| 223 | 225
PNI_43 |221|221|182|184|207|207 |153|153|158|202|139|151|222|222|253|253| 225 | 225
PNI_44 |221]221|184|186|207 |209|153|153|158|158|149|149|194|194|253|253| 225 | 227
PNI_45 |221]221|182|196 /207|207 |151|153|158|158|147|151|218|218|253|253| 225 | 225
PNI_46 |221|223|182|182|207|207|153|153|158|202|145|155|218|218|253|253| 225 | 225
PNI_47 |221]221|182|184|207|207|171|173|158|158|143|149|204|204|253|253| 223 | 225
PNI_48 |221|221|182|194|207|207|153|153|158|180|149|151|226|228|253|253| 223 | 225
PNI_49 [223|223|184|204|199|207|151|173|158|180|147|147|218|220|253|253| 225 | 225
PNI_50 |219|219|184 (200|207 |223|163|167|198|202|147|149|190|190|249|249| 223 | 227

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO:

Curitiba; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguagu.
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Entre Rios do Oeste; SMI: S&o Miguel do Iguagu; CUR:



Apéndice A-2: Tamanho (pb) e frequéncia dos alelos encontrados para cada lécus por meliponario e amostras naturais.
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Locus Alelos | PED | SHE1 | SHE2 | MCR1 | MCR2 | ERO | SMI CUR | AMP | SSB PNI
N 50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50
209| 0.000f 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.030f 0.000f 0.000{ 0.000] 0.000
215| 0.000f 0.000] 0.000; 0.011| 0.000| 0.000] 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000/ 0.000
217| 0.840| 0.000f 0.040| 0.022| 0.040| 0.060f 0.020f 0.011] 0.778] 0.000] 0.000
Tang03 219| 0.030f 0.778] 0.630| 0.800f 0.760| 0.680| 0.680| 0.867| 0.100f 0.440|, 0.070
221| 0.020| 0.222| 0.300| 0.156| 0.180| 0.260| 0.250| 0.111] 0.022] 0.400| 0.740
223| 0.070|f 0.000] 0.020f 0.000f 0.020| 0.000] 0.020| 0.011] 0.100f 0.080|, 0.170
225| 0.020f 0.000] 0.010; 0.011| 0.000| 0.000] 0.000{ 0.000] 0.000f 0.080| 0.020
229| 0.020| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000{ 0.000] 0.000
N 50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50
166/ 0.000] 0.000] 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000] 0.000] 0.000| 0.000| 0.000f 0.020
176/ 0.020] 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f 0.022| 0.000{ 0.000
180| 0.000] 0.033] 0.120| 0.067| 0.010| 0.050| 0.000] 0.000| 0.000| 0.040| 0.000
182| 0.020] 0.489| 0.430| 0.489| 0.420| 0.620] 0.460| 0.422| 0.011| 0.240| 0.420
184| 0.110] 0.311| 0.230| 0.278] 0.350| 0.140] 0.300| 0.456| 0.244| 0.050| 0.290
Tangl1 186/ 0.070| 0.100] 0.110f 0.100| 0.090| 0.150| 0.120| 0.067| 0.044| 0.000| 0.120
188| 0.000] 0.000f 0.050f 0.011] 0.030{ 0.000] 0.020f 0.000f 0.022| 0.010] 0.040
190/ 0.090| 0.011] 0.020| 0.000{ 0.010| 0.000] 0.000] 0.011] 0.067| 0.050| 0.000
192| 0.060| 0.000f 0.020f 0.000| 0.000{ 0.010] 0.020f 0.000f 0.078| 0.060| 0.000
194| 0.060| 0.022| 0.010f 0.033] 0.020f 0.020] 0.020f 0.011| 0.056| 0.120| 0.010
196/ 0.100] 0.033] 0.010f 0.011| 0.030| 0.000] 0.030| 0.000| 0.056| 0.040| 0.030
198| 0.070| 0.000f 0.000f 0.000| 0.010{ 0.000] 0.030f 0.022| 0.067| 0.040| 0.030
200 0.100| 0.000{ 0.000| 0.000] 0.010| 0.000f 0.000f 0.011] 0.144| 0.090] 0.030
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202| 0.060| 0.000{ 0.000] 0.000] 0.000| 0.010f 0.000/ 0.000f 0.089| 0.050] 0.000
204| 0.030| 0.000{ 0.000] 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.044] 0.090| 0.010
206| 0.030| 0.000{ 0.000] 0.000] 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.033] 0.040] 0.000
208| 0.090| 0.000{ 0.000] 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000] 0.050] 0.000
210 0.060| 0.000{ 0.000| 0.011] 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.011] o0.010] 0.000
212| 0.020| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.011] 0.000] 0.000
216/ 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.020| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000] 0.000] 0.000
218 0.010|f 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000] 0.000] 0.000
220 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000f 0.010] 0.000
222| 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000] 0.010] 0.000
50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50

195| 0.000] 0.022] 0.000f 0.033| 0.000| 0.000] 0.000] 0.000| 0.000| 0.000/ 0.000
197| 0.000] 0.122| 0.030| 0.178| 0.060| 0.050| 0.050| 0.022| 0.000/ 0.000/ 0.040
199| 0.010] 0.078] 0.200{ 0.000| 0.150| 0.170| 0.170| 0.067| 0.000/ 0.000| 0.150
201| 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000/ 0.000f 0.000] 0.020] 0.000
203| 0.030| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f/ 0.000f 0.000f 0.000] 0.000
205/ 0.150| 0.511| 0.000| 0.633| 0.010| 0.000f 0.010f 0.000f 0.044| 0.000] 0.000
207| 0.000| 0.167| 0.670] 0.089| 0.670| 0.620| 0.690| 0.678| 0.056] 0.030] 0.580
Tangl2 209| 0.010| 0.044| 0.050| 0.022| 0.060| 0.070f 0.040| 0.144| 0.000] 0.000] 0.100
211| 0.010| 0.044| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.030f 0.011] 0.022] 0.140] 0.030
213| 0.000| 0.000{ 0.020| 0.011] 0.000| 0.010f 0.000f 0.000f 0.067| 0.020] 0.000
215| 0.080| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.022] 0.000] 0.010] 0.000
217| 0.040| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.011] o0.089| 0.010] 0.000
219| 0.310| 0.000f 0.030| 0.022| 0.020| 0.020f 0.010f 0.000f 0.189| 0.050] 0.000
221| 0.090| 0.011] 0.000] 0.011| 0.010| 0.040| 0.000]{ 0.000] 0.111| 0.140| 0.050
223| 0.070| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.020| 0.000f 0.000f 0.033] 0.122] 0.210] 0.030
225| 0.080| 0.000{f 0.000] 0.000] 0.000f 0.000f 0.000f 0.011] 0.111] 0.260] 0.020
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227| 0.080| 0.000] 0.000] 0.000f 0.000f 0.020] 0.000| 0.000] 0.078| 0.070| 0.000
229| 0.040| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.056| 0.020] 0.000
231| 0.000f 0.000] 0.000f 0.000f 0.000f 0.000] 0.000] 0.000] 0.044| 0.010| 0.000
233| 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.011] o0.010] 0.000
50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50

145| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000/ 0.000| 0.000{ 0.010
149| 0.000] 0.000] 0.000{ 0.000{ 0.000{ 0.000] 0.000] 0.000| 0.000| 0.060| 0.000
151| 0.010] 0.100f 0.190| 0.267| 0.160{ 0.060] 0.370| 0.167| 0.000| 0.070| 0.140
153| 0.000] 0.533] 0.520| 0.556| 0.700| 0.640| 0.470| 0.456| 0.011| 0.010| 0.610
155 0.000| 0.089| 0.100f 0.056| 0.010{f 0.050| 0.050| 0.033| 0.000| 0.000{ 0.030
157| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f 0.011| 0.000{ 0.000
159| 0.010] 0.011] 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000] 0.000] 0.000] 0.044| 0.020| 0.000
161| 0.120] 0.083| 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.056f 0.100| 0.610] 0.000
Tangl7 163| 0.420] 0.022| 0.000f 0.000{ 0.000| 0.000] 0.010] 0.000] 0.344| 0.110| 0.040
165 0.030| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f 0.011| 0.060{ 0.000
167| 0.020] 0.000] 0.020| 0.000{ 0.000| 0.020| 0.000| 0.000| 0.078| 0.030| 0.010
169| 0.200] 0.022] 0.050| 0.000{ 0.000] 0.050| 0.000] 0.089| 0.256| 0.020| 0.010
171| 0.040] 0.056| 0.030| 0.011] 0.020{ 0.000] 0.010| 0.022| 0.067| 0.010] 0.030
173| 0.040] 0.078] 0.050| 0.078| 0.060| 0.140| 0.040| 0.122| 0.067| 0.000/ 0.080
175 0.050] 0.083| 0.020f 0.033] 0.030f 0.030] 0.080f 0.056f 0.011| 0.000{ 0.030
177| 0.060| 0.022] 0.020| 0.000| 0.010| 0.000] 0.020| 0.000| 0.000| 0.000| 0.010
179| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.010]f 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000
183| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000| 0.010{ 0.000] 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000
50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50

Tangs7 154| 0.000| 0.011| 0.090| 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f/ 0.000| 0.000{ 0.000
156/ 0.000] 0.256| 0.670| 0.000| 0.830| 0.820| 0.770| 0.778| 0.000/ 0.000| 0.000
158| 0.000| 0.567| 0.000f 0.667| 0.010{ 0.020] 0.000f 0.000f/ 0.000| 0.000f 0.710
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160 0.000| 0.083| 0.000f 0.022| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f/ 0.000| 0.000{ 0.010
180| 0.000] 0.089| 0.180| 0.244| 0.120| 0.140| 0.170] 0.122] 0.011| 0.040|, 0.070
182| 0.000| 0.022| 0.020f 0.000| 0.010{ 0.000] 0.050| 0.022| 0.000| 0.000{ 0.020
184| 0.010] 0.000f 0.000{ 0.000{ 0.000{ 0.000] 0.000] 0.000| 0.000/ 0.000/ 0.010
186| 0.010] 0.000] 0.000| 0.000{ 0.000{ 0.000] 0.000] 0.011] 0.000/ 0.040| 0.000
188| 0.000| 0.000/ 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f/ 0.000| 0.000{ 0.010
192| 0.000| 0.000] 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000] 0.000] 0.011] 0.000/ 0.110| 0.000
194| 0.030| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f 0.067| 0.080| 0.000
196/ 0.160| 0.000] 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000] 0.000] 0.000] 0.222| 0.040| 0.000
198| 0.280| 0.000f 0.000f 0.011| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.011| 0.156| 0.130] 0.020
200/ 0.140| 0.000] 0.000] 0.033| 0.000| 0.000] 0.000f 0.033] 0.133] 0.390| 0.020
202| 0.130| 0.000f 0.030| 0.011] 0.010| 0.010f{ 0.000f 0.000f 0.144| 0.150] 0.060
204| 0.080| 0.000] 0.010; 0.000f 0.000| 0.010] 0.000]f 0.011] 0.100f 0.020| 0.030
206| 0.060| 0.011| 0.000| 0.011] 0.020| 0.000f 0.000f/ 0.000f 0.078] 0.000] 0.030
208| 0.060| 0.000] 0.000f 0.000f 0.000| 0.000] 0.010]f 0.000] 0.056| 0.000/ 0.010
210 0.040| 0.011| 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.033] 0.000] 0.000
50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50

125| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.010
131| 0.000] 0.000] 0.000{ 0.000{ 0.000{ 0.000] 0.000] 0.000| 0.000/ 0.010| 0.000
133| 0.020| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f 0.011| 0.030] 0.000
135/ 0.010] 0.000| 0.000| 0.000{ 0.000| 0.000] 0.000] 0.011] 0.033| 0.000| 0.000
Tang60 137| 0.040| 0.000f 0.000f 0.011] 0.000{ 0.010]f 0.010f 0.000f 0.089| 0.050{ 0.000
139/ 0.030| 0.000f 0.000f 0.011] 0.000{ 0.000] 0.020f 0.011| 0.100| 0.170| 0.020
141| 0.040] 0.011] 0.000f 0.033| 0.000f 0.010] 0.030] 0.122] 0.022| 0.260| 0.040
143| 0.030] 0.022| 0.000f/ 0.000| 0.010{ 0.010f 0.010f 0.033| 0.089| 0.030| 0.030
145| 0.300] 0.022] 0.000| 0.044| 0.040| 0.020| 0.040| 0.033] 0.178| 0.130| 0.070
147| 0.310] 0.256| 0.070| 0.144| 0.120f 0.190| 0.100f 0.222| 0.067| 0.030| 0.090




Apéndice | 101

149 0.090| 0.456| 0.630| 0.556| 0.440| 0.520| 0.530| 0.378| 0.144| 0.010] 0.540
151| 0.0v0] 0.122] 0.120| 0.122| 0.150| 0.070] 0.160| 0.089| 0.167| 0.060| 0.100
153| 0.030] 0.044| 0.140| 0.056| 0.160| 0.140] 0.040| 0.022| 0.056| 0.140| 0.040
155| 0.020] 0.033] 0.030| 0.022| 0.040| 0.020] 0.050| 0.022] 0.044| 0.030| 0.040
157| 0.010] 0.000| 0.000| 0.000{ 0.020| 0.000] 0.000] 0.011] 0.000/ 0.000| 0.010
159| 0.000| 0.000f 0.010/ 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f/ 0.000| 0.000{ 0.010
161| 0.000] 0.033] 0.000| 0.000{ 0.020| 0.000] 0.010] 0.044| 0.000| 0.030| 0.000
163| 0.000] 0.000f 0.000f/ 0.000| 0.000{ 0.010] 0.000f 0.000f 0.000| 0.020{ 0.000
50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50

182| 0.020| 0.000f 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.000f/ 0.000| 0.000{ 0.000
188| 0.040| 0.000/ 0.000f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.011| 0.07/8] 0.000{ 0.000
190/ 0.350| 0.000f 0.070| 0.000{ 0.000| 0.010] 0.010| 0.000| 0.300| 0.090| 0.060
192| 0.190| 0.000/ 0.010f 0.000| 0.000{ 0.000] 0.000f 0.022| 0.089| 0.260| 0.000
194| 0.020] 0.022] 0.060| 0.044| 0.040| 0.050| 0.080| 0.178] 0.022| 0.020| 0.080
196/ 0.310] 0.000f 0.020| 0.033| 0.040f 0.060| 0.100f 0.011| 0.433| 0.630| 0.080
198| 0.050| 0.011] 0.020f 0.000{ 0.020| 0.010] 0.030| 0.044| 0.067| 0.000/ 0.000
200 0.000| 0.011| 0.000| 0.000| 0.000| 0.030| 0.020f 0.000f 0.000f 0.000] 0.020
Tang65 202| 0.010f 0.078] 0.020] 0.022| 0.110| 0.050| 0.010]f 0.011] 0.000f 0.000| 0.010
204| 0.000f 0.011| 0.030| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000f 0.000] 0.030
206| 0.010f 0.011] 0.000] 0.033| 0.030| 0.010] 0.000| 0.000] 0.000f 0.000| 0.000
208| 0.000| 0.000{ 0.000| 0.033] 0.020| 0.010f 0.010f 0.000f 0.000] 0.000] 0.000
210/ 0.000f 0.033] 0.010;/ 0.000f 0.000| 0.000] 0.020| 0.000] 0.011] 0.000| 0.020
212| 0.000f 0.011] 0.010; 0.011| 0.010| 0.000] 0.020| 0.033] 0.000f 0.000| 0.020
214| 0.000| 0.078| 0.020| 0.033| 0.020| 0.040| 0.060| 0.033] 0.000] 0.000] 0.050
216/ 0.000| 0.078] 0.020| 0.0/8| 0.100| 0.040| 0.030| 0.022] 0.000f 0.000| 0.060
218| 0.000| 0.111| 0.110| 0.078| 0.040| 0.130| 0.140f 0.044| 0.000f 0.000] 0.170
220/ 0.000f 0.133] 0.300] 0.211| 0.170| 0.140| 0.100f 0.089| 0.000f 0.000f 0.110
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222| 0.000| 0.156| 0.030| 0.100| 0.120| 0.140, 0.140, 0.0/8] 0.000] 0.000] 0.140
224| 0.000| 0.067| 0.060| 0.122| 0.160| 0.170f 0.050f 0.111] 0.000] 0.000] 0.020
226| 0.000| 0.067| 0.110] 0.0/8] 0.040| 0.030| 0.060| 0.156| 0.000] 0.000] 0.050
228| 0.000| 0.022| 0.020| 0.033| 0.050| 0.010f 0.010f 0.022| 0.000] 0.000] 0.010
230 0.000| 0.022| 0.040| 0.011] 0.020| 0.060| 0.030f 0.100f 0.000] 0.000] 0.020
232| 0.000|f 0.011| 0.000f 0.011] 0.000/ 0.000f 0.020f 0.011] 0.000] 0.000] 0.020
234| 0.000| 0.033] 0.010| 0.033| 0.000| 0.000f 0.020f 0.000f 0.000f 0.000] 0.020
236| 0.000| 0.033| 0.010f 0.022| 0.010| 0.000f 0.020f 0.011] 0.000] 0.000] 0.000
238| 0.000| 0.000{ 0.020| 0.011] 0.000| 0.010f{ 0.020f 0.011] 0.000] 0.000] 0.010
50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50

245| 0.660| 0.022| 0.020] 0.000| 0.040| 0.000f 0.000f 0.067| 0.711] 0.000] 0.000
Tangés 247| 0320 0.256| 0.220] 0.233] 0.190| 0.090| 0.190| 0.067| 0.267| 0.000] 0.000
249| 0.020f 0.711| 0.750| 0.756| 0.760| 0.910, 0.800| 0.844| 0.022] 0.520] 0.070
251| 0.000f 0.011| 0.000] 0.011] 0.010| 0.000f 0.010f 0.011] o0.000] 0.460| 0.160
253| 0.000f 0.000{ 0.010]f 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.011] o0.000f 0.020] 0.770
50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50

221| 0300 0.278| 0.260| 0.244| 0.370| 0.140| 0.200f 0.267| 0.322] 0.000] 0.000
Tang70 223| 0.060| 0.689| 0.740| 0.733]| 0.620| 0.850| 0.780| 0.678] 0.189| 0.310] 0.170
225| 0.630| 0.033] 0.000f 0.022| 0.010| 0.010f 0.020f 0.056| 0.444| 0.660| 0.730
227| 0.010;f 0.000{ 0.000| 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f/ 0.000f 0.044| 0.030] 0.090
229| 0.000f 0.000{ 0.000] 0.000| 0.000| 0.000f 0.000f 0.000f 0.000] 0.000] 0.010

N: Tamanho amostral; PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sao

Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.
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Apéndice A-3: Tamanho amostral (N), numero de alelos (Na), heterozigose observada (Ho) e
esperada (He) para cada l6cus por meliponario e amostras naturais. Todos os l6cus foram
100% polimérficos para todos os grupos amostrais.

Grupos
amostrais Locus N Na Ho He
Tang03 50 6.000 0.260 0.287
Tangll 50 17.000 0.900 0.924
Tangl2 50 13.000 0.880 0.845
Tangl? 50 11.000 0.680 0.758
PED  Tang57 50 11.000 0.820 0.843
Tang60 50 13.000 0.740 0.794
Tang65 50 9.000 0.800 0.74
Tang68 50 3.000 0.360 0.462
Tang70 50 4,000 0500 0.509
Tang03 45 2.000 0.267 0.346
Tangll 45 7.000 0.600 0.651
Tangl2 45 8.000 0.556 0.685
Tangl? 45 11.000 0.578 0.685
SHE1 Tang57 45 8.000 0.200 0.604
Tang60 45 9.000 0.778 0.707
Tang65 45 20.000 0.822 0.913
Tang68 45 4,000 0.267 0.428
Tang70 45 3.000 0.400 0.447
Tang03 50 5.000 0.300 0.511
Tangll 50 9.000 0.800 0.732
Tangl2 50 6.000 0.500 0.506
Tangl7 50 9.000 0.620 0.676
SHE2 Tang57 50 6.000 0.480 0.509
Tang60 50 6.000 0.540 0.563
Tang65 50 21.000 0.820 0.867
Tang68 50 4,000 0.340 0.389
Tang70 50 2.000 0.480 0.385
Tang03 45 5.000 0.289 0.335
Tangll 45 8.000 0.756 0.668
Tangl2 45 8.000 0.622 0.557
Tangl7? 45 6.000 0.578 0.61
MCR1 Tang57 45 7.000 0.267 0.494
Tang60 45 9.000 0.756  0.649
Tang65 45 19.000 0.889 0.902
Tang68 45 3.000 0.333 0.375
Tang70 45 3.000 0.422 0.402
Tang03 50 4,000 0.360 0.388
MCR2 Tangll 50 11.000 0.740 0.690
Tangl2 50 8.000 0.520 0.520
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Tangl7 50 8.000 0.340 0.479
Tang57 50 6.000 0.200 0.296
Tang60 50 9.000 0.640 0.740
Tang65 50 17.000 0.840 0.897
Tang68 50 4000 0.320 0.385
Tang70 50 3.000 0.440 0.479
Tang03 50 3.000 0.500 0.466
Tangll 50 7.000 0.500  0.57
Tangl2 50 8.000 0.540 0.577
Tangl7 50 8.000 0.580 0.561
ERO Tang57 50 5.000 0.260  0.307
Tang60 50 10.000 0.640 0.668
Tang65 50 18.000 0.500  0.897
Tang68 50 2.000 0.180 0.164
Tang70 50 3.000 0.260 0.258
Tang03 50 5.000 0.520 0.473
Tangll 50 8.000 0.620 0.681
Tangl2 50 7.000 0.460 0.490
Tangl7 50 8.000 0.460 0.637
SMI Tang57 50 4.000 0.360 0.376
Tang60 50 11.000 0.560 0.676
Tang65 50 22.000 0.600 0.919
Tang68 50 3.000 0.280 0.324
Tang70 50 3.000 0.400 0.351
Tang03 45 4.000 0.156 0.236
Tangll 45 7.000 0.667  0.609
Tangl2 45 9.000 0.533 0.513
Tangl7 45 8.000 0.733 0.734
CUR  Tang57 45 8.000 0.378 0.378
Tang60 45 12.000 0.844 0.780
Tang65 45 19.000 0.733  0.900
Tang68 45 5.000 0.222 0.278
Tang70 45 3.000 0.422 0.466
Tang03 45 4000 0422 0.375
Tangll 45 16.000 0.756  0.884
Tangl2 45 13.000 0.889  0.896
Tangl7 45 11.000 0.733 0.789
AMP  Tang57 45 10.000 0.889  0.863
Tang60 45 12.000 0.889 0.883
Tang65 45 7.000 0.689 0.703
Tang68 45 3.000 0.467 0.423
Tang70 45 4.000 0.733 0.661
SSB Tang03 50 4,000 0.660 0.634
Tangll 50 17.000 0.860 0.891
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Tangl2 50 14.000 0.820 0.839
Tangl7 50 10.000 0.500 0.602
Tang57 50 9.000 0.760  0.785
Tang60 50 14.000 0.860 0.856
Tang65 50 4.000 0.540 0.527
Tang68 50 3.000 0.620 0.518
Tang70 50 3.000 0.440 0.467
Tang03 50 4.000 0.260 0.418
Tangll 50 10.000 0.700 0.720
Tangl2 50 8.000 0.660 0.625
Tangl7 50 11.000 0.580  0.597
PNI Tang57 50 12.000 0.360 0.484
Tang60 50 12.000 0.640 0.679
Tang65 50 20.000 0.440 0.910
Tang68 50 3.000 0.340 0.377
Tang70 50 4.000 0.480 0.430

PED: Pedreira; SHEL e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB:
S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.

Apéndice A-4: Numero de alelos rarefeito para cada lécus por meliponario e amostras

naturais.

LOCUS PED SHE1 SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB PNI

Tang03 5,972 2,0000 14,8909 5,0000 3,9909  3,0000 4,9811 4,0000 4,0000 4,0000 3,9909
Tangll 16,8712 7,0000 8,7818 8,0000 10,5803 6,7909 7,9712 7,0000 16,0000 16,5998 9,7886
Tangl2 12,6992 8,0000 5,9894 8,0000 7,7818  7,8818 6,7992 9,0000 13,0000 13,5720 7,9894
Tangl7 10,7901 11,0000 8,9720 6,0000 7,6902  7,8902 7,7901 8,0000 11,0000 9,7811 10,5977
Tang57 10,7992 8,0000 5,8902 7,0000 5,6909  4,7909 3,9000 8,0000 10,0000 8,9907 11,5712
Tang60 12,7795 9,0000 5,8993 9,0000 8,8817  9,5818 10,6901 12,0000 12,0000 13,7872 11,6900
Tang65 8,7818 20,0000 20,4348 19,0000 16,7627 17,3984 21,5341 19,0000 7,0000 3,9909 19,6356
Tang68 2,9909 4,0000 3,8909 3,0000 3,8999  2,0000 2,9000 5,0000 3,0000 2,9909 3,0000
Tang70 3,9000 3,0000 2,0000 3,0000 2,9000 2,9000 2,9909 3,0000 4,0000 2,9993 3,9000

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB:
S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.
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Apéndice A-5: Namero de alelos efetivos para cada I6cus por meliponario e amostras naturais.

PED: Pedreira; SHE1 e 2:

LOCUS PED SHE1 SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB PNI
Tang03 1,403 1,528 2,045 1504 1634 1,874 1,899 1,309 1,599 2,729 1,719
Tangll 13,228 2,868 3,734 3,011 3,226 2,328 3,135 2,557 8,617 9,208 3,574
Tangl2 6,443 3,179 2,026 2,258 2,085 2,363 1,960 2,053 9,574 6,219 2,665
Tangl7 4,139 3,171 3,090 2,563 1,920 2,277 2,752 3,760 4,731 2,511 2,483
Tang57 6,378 2,523 2,037 1976 1420 1,444 1,602 1,608 7,297 4,647 1,938
Tang60 4,854 3,412 2,289 2,846 3,843 3,010 3,088 4,535 8,526 6,935 3,115
Tang65 3,849 11,506 7,519 10,227 9,747 9,728 12,315 9,951 3,369 2,114 11,161
Tang68 1,857 1,749 1,636 1599 1625 1,196 1,479 1,385 1,732 2,073 1,604
Tang70 2,038 1809 1,625 1672 1918 1,347 1,541 1,874 2,950 1,878 1,754

Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB:
Sao Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguagu.

Apéndice A-6: Valores P (abaixo da diagonal) e valor de U2 (acima da diagonal) obtidos no
teste U de Mann-Whitney para nimero médio de alelos rarefeito por lI6cus para todos os pares
de amostras.

AMOSTRAS PED SHE1 SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP  SSB PNI
PED 31 26,5 29 27 25 26 33 40 37,5 36,5
SHE1 0,402 355 37,0 37,0 32,0 34,0 43,0 48,5 43,5 47,5
SHE2 0,216 0,659 45,0 43,0 38,5 42,0 48,0 51,0 46,0 51,0
MCR1 0,310 0,757 0,691 40,0 33,0 35,0 45,5 49,5 43,0 51
MCR2 0,233 0,757 0,825 0,965 36,5 39,5 47,0 50,0 45,5 51,5
ERO 0,171 0,453 0,860 0,508 0,724 44,5 52,5 53,5 49,0 56,5
SMI 0,200 0,566 0,895 0,627 0,930 0,724 51,0 52,0 47,5 52,5
CUR 0,508 0,825 0,508 0,659 0,566 0,289 0,354 44,5 39,5 43,5
AMP 0,965 0,480 0,354 0,427 0,402 0,251 0,310 0,724 36,0 36,5
SSB 0,791 0,791 0,627 0,825 0,659 0,453 0536 0,930 0,691 43,5
PNI 0,724 0,536 0,354 0,354 0,331 0,158 0,289 0,791 0,724 0,791

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRCL1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB:
S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.
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Apéndice A-7: Valores P (abaixo da diagonal) e valor de U2 (acima da diagonal) obtidos no
teste U de Mann-Whitney para niumero médio de alelos efetivos para todos os pares de
amostras.

AMOSTRAS PED SHE1 SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB PNI

PED 26 26 25 24 23 24 25 45 41 25
SHE1 0,200 35,0 29,0 34,0 25,0 31,0 35,0 54,0 48,0 350
SHE2 0,200 0,627 36,0 34,0 34,0 32,0 38,0 58,0 57,0 41,0
MCR1 0,171 0,310 0,691 38,0 33,0 40,0 38,0 59,0 54,0 47,0
MCR2 0,145 0,566 0,566 0,825 36,0 38,0 39,0 57,0 58,0 46,0
ERO 0,122 0,171 0,566 0,508 0,691 49,0 46,0 61,0 58 52
SMI 0,145 0,402 0,453 0,965 0,825 0,453 40,0 59,0 55,0 46,0
CUR 0,171 0,627 0,825 0,825 0,895 0,627 0,965 57,0 57,0 44,0
AMP 0,691 0,233 0,122 0,102 0,145 0,070 0,102 0,145 32,0 26,0
SSB 0,965 0,508 0,145 0,233 0,122 0,122 0,200 0,145 0,453 27,0
PNI 0,171 0,627 0,965 0,566 0,627 0,310 0,627 0,757 0,200 0,233

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2 ; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB:
S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguagu.
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Apéndice A-8: Valores P e seus erros-padrdo (entre paréntesis) obtidos no teste exato de
Equilibrio de Hardy-Weinberg por I6cus por meliponério e amostras naturais, e global.

L6cus
Amostras Global
Tang03 Tangll Tangl2 Tangl7 Tang57 Tang60 Tang65 Tang68 Tang70
PED 0,0734 0,4458 0,8498 0,4918 0,6497 0,1310 0,2241 0,0060 0,4038 0,0544

SHE1

SHE2

MCR1

MCR2

ERO

SMI

CUR

AMP

SSB

PNI

(+0,0001) (+0,0004) (+0,0002) (+0,0004) (+0,0002) (+0,0003) (+0,0002) (+0,0000) (+0,0000)

01832 023975 00002 09817 00000  0,2347  1,0000* 00064 04936  AS.
(+0,0000) (£0,0002) (+0,0000) (+0,0001) (£0,0000) (+0,0002) (+0,0001) (+0,0000) (%0,0000)

00023 04484 01796 01261 02147 01871  0,6397* 05046  0,1404  0,0010
(£0,0000) (£0,0003) (+0,0001) (+0,0002) (£0,0002) (+0,0001) (+0,0002) (0,0000) (+0,0000)

02367 04132 08200 04161 0,000 07567  0,1650  0,2227  0,6782  0,1239*
(+0,0001) (£0,0002) (+0,0003) (+0,0002) (£0,0000) (+0,0003) (+0,0005) (0,0000) (+0,0000)

0,0047 03978 04247  03734* 10000~ 0,042 00780 0,615 07181  0,0000
(+0,0000) (+0,0004) (+0,0000) (+0,0000) (+0,0001) (+0,0000) (+0,0002) (+0,0000) (+0,0000)

09174 06144 00049 05024 01967 03119 00000  1,0000  1,0000  AS.
(+0,0000) (£0,0002) (+0,0002) (+0,0003) (+0,0001) (+0,0004) (+0,0000) (+0,0000) (%0,0000)

03324 08438 04205  0,0929* 07970  0,0546  0,0000 04755  0,7880  A.S.
(+0,0001) (£0,0001) (+0,0003) (+0,0000) (£0,0000) (+0,0002) (+0,0000) (0,0000) (+0,0000)

0,017 0293 0,101 05933  0,0605  0,7149  0,0013  1,0000*  0,1269  0,0001
(£0,0000) (+0,0002) (+0,0003) (+0,0002) (£0,0002) (+0,0004) (+0,0000) (0,0001) (+0,0000)

04609  0,1959*  0,1654  0,1008 02765 03254  0,1459 04906  0,2582  0,5829*
(+0,0000) (+0,0001) (+0,0002) (+0,0002) (£0,0002) (+0,0002) (+0,0001) (+0,0000) (+0,0000)

0,8426 04760 02937 01132 01178 06444 09169 04040 04967  0,5109
(+0,0000) (£0,0005) (+£0,0004) (+0,0003) (+0,0001) (£0,0004) (+0,0000) (+0,0000) (%0,0000)

00028 01179 02562  0,3968  0,0014  0,3844  0,0000  1,0000* 04135  AS.
(+0,0000) (+0,0002) (+0,0002) (+0,0006) (+0,0000) (+0,0006) (+0,0000) (+0,0000) (%0,0000)

A.S.= Altamente significativo; * Valor P ap0s a corre¢do por SGoF; P<0,05 em negrito. PED:
Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO:
Entre Rios do Oeste; SMI: S&do Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sé&o
Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguagu.
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Apéndice A-9: Valores P e seus erros-padrédo (entre paréntesis) obtidos no teste de Equilibrio
de Hardy-Weinberg, com hipotese alternativa de Deficiéncia de Heterozigotos, para cada l6cus
por melipondrio e amostras naturais, e global.

L6cus
Global
Tang03 Tangll Tangl2 Tangl7 Tang57 Tang60 Tang65 Tang68 Tang70
PED 0,2871 0,2134 0,5087 0,0575 0,2704 0,0068 0,9046 0,0018 0,3566 0,0025
(x0,0002) (x0,0004) (x0,0004) (+0,0001) (x0,0003) (+0,0000) (+0,0002) (+0,0000) (x0,0000) (+0,0002)
SHE1 0,1180 0,1959 0,6397* 0,0067 0,0000 0,7487 0,9817* 0,0151 0,2228 0,0000
(+0,0000) (+0,0002) (+0,0001) (+0,0000) (+0,0000) (+0,0003) (*0,0002) (+0,0000) (x0,0000) (+0,0000)
SHE2 0,0069 0,8597 0,1496 0,0943 0,1103 0,2430 0,0045 0,1719 0,9883 0,0005
(x0,0000) (+0,0002) (+0,0001) (+0,0001) (+0,0001) (#0,0001) (+0,0001) (%0,0000) (+0,0000) (%0,0000)
MCR1 0,1661 0,9558 0,9490 0,5270 0,0004 0,9920 0,4147 0,2249 0,6576 0,2676
(x0,0002) (£0,0001) (x0,0001) (x0,0002) (£0,0000) (x0,0001) (%0,0006) (+0,0000) (+0,0000) (%0,0032)
MCR2 0,0006 0,8052 0,6064 0,0086 0,0929* 0,0039 0,0058 0,1446 0,3169 0,0000
(x0,0000) (x0,0005) (x0,0003) (£0,0000) (x0,0000) (+0,0000) (+0,0001) (%0,0000) (x0,0000) (+0,0000)
ERO 0,7236 0,0681 0,0095 0,8359 0,1290 0,5662 0,0000 1,0000 0,6523 0,0000
(x0,0000) (x0,0001) (+0,0000) (+0,0002) (x0,0001) (+0,0004) (+0,0000) (*0,0000) (x0,0000) (%0,0000)
SMI 0,8213 0,2079 0,2618 0,0037 0,3943 0,0053 0,0000 0,2261 0,9087 0,0000
(x0,0002) (£0,0002) (x0,0002) (x0,0000) (£0,0000) (+0,0000) (%0,0000) (%0,0000) (+0,0000) (0,0000)
CUR 0,0151 0,8103 1,0000* 0,4143 1,0000* 0,8073 0,0003 0,0601 1,0000* 0,0001
(x0,0000) (£0,0003) (+0,0001) (x0,0002) (£0,0001) (+0,0004) (%0,0000) (%0,0001) (+0,0000) (%0,0000)
AMP 0,9348 0,0037 0,1654 0,0975 0,1490 0,4526 0,1740 0,7895 0,8022 0,1239*
(x0,0000) (+0,0000) (x0,0002) (£0,0002) (+0,0002) (+0,0003) (+0,0001) (%0,0000) (+0,0000) (+0,0004)
SSB 0,7644 0,1844 0,4078 0,0078 1,0000* 0,5876 0,6861 0,9395 0,3133 0,5829*
(x0,0000) (+0,0004) (+0,0005) (+0,0000) (+0,0001) (+0,0004) (+0,0000) (+0,0000) (+0,0000) (+0,0011)
PNI 0,0061 0,3734* 0,7894 0,1285 0,0003 0,1842 0,0000 0,1959* 0,6043 0,0000
(x0,0000) (£0,0001) (x0,0002) (x0,0002) (£0,0000) (+0,0003) (0,0000) (%0,0000) (+0,0000) (%0,0000)

* Valor P ap0s a correcdo por SGoF; P<0,05 em negrito. PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa
Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI:
Sao Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque

Nacional do Iguacu.
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Apéndice A-10: Tamanho (pb) e frequéncia de alelos privados encontrados para cada l6cus e

meliponario e amostras naturais onde ocorreram.

Grupo
amostral Locus Alelo Frequéncia
PED Tang03 229 0.020
PED Tangll 218 0.010
PED Tangl2 203 0.030
PED Tang65 182 0.020
MCR1 Tang03 215 0.011
MCR2 Tangll 216 0.020
MCR2 Tangl7 183 0.010
ERO Tangl7 179 0.010
SMI Tang03 209 0.030
AMP Tangl7 157 0.011
SSB Tangll 220 0.010
SSB Tangll 222 0.010
SSB Tangl2 201 0.020
SSB Tangl7 149 0.060
SSB Tang60 131 0.010
PNI Tangll 166 0.020
PNI Tangl7 145 0.010
PNI Tang57 188 0.010
PNI Tang60 125 0.010
PNI Tang70 229 0.010

PED: Pedreira; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI:
Sao Miguel do Iguacu; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.
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Apéndice A-11: Lista de individuos que apresentaram um ou mais alelos privados para cada um dos l6cus amplificados.

Individuos Tang03 Tangll Tangl2 Tangl7 Tangh7 Tang60 Tangé5 Tang68  Tang70

PED_14 217 229 184 196 221 223 163 177 198 198 147 149 192 196 245 247 221 225
PED_16 217 217 200 210 203 219 161 163 198 200 133 151 190 196 245 245 225 225
PED_17 217 217 206 218 219 227 163 163 196 198 145 147 190 192 245 247 221 225
PED_18 217 217 198 198 221 225 161 161 196 204 145 151 182 190 247 247 223 225
PED_23 217 229 194 198 219 227 161 171 194 198 133 155 192 196 245 245 221 221
PED_41 219 223 184 192 219 219 173 173 196 202 143 143 182 192 245 245 221 225
PED_45 217 223 208 210 203 215 163 171 198 200 147 151 192 196 247 247 221 225
PED_46 217 217 202 208 203 205 163 163 198 198 145 147 190 196 245 245 225 225
MCR1 25 215 221 182 186 197 205 153 153 158 158 149 151 222 226 247 249 223 223
MCR2_13 219 219 184 216 207 223 151 153 156 156 145 149 202 218 249 249 223 223
MCR2_44 219 219 182 184 207 207 153 183 156 156 149 149 220 224 247 249 221 221
MCR2_45 219 219 182 216 197 207 153 153 180 180 149 153 196 224 249 249 221 223
ERO_15 219 221 182 184 207 207 173 179 180 202 153 155 220 220 249 249 223 223
SMI_3 209 219 182 196 207 207 151 151 156 180 151 151 210 222 249 249 221 223
SMI_4 209 219 184 196 207 207 151 175 156 156 153 153 222 222 249 249 221 223
SMI_30 209 219 182 182 199 199 153 155 156 180 149 149 218 222 249 249 223 223
AMP_43 217 219 198 202 219 221 157 161 196 206 137 151 190 198 245 247 221 223
SSB_3 219 223 182 220 221 225 149 149 198 198 141 153 190 192 251 253 223 225
SSB_4 219 221 196 222 221 225 161 161 202 202 141 151 190 196 249 251 223 223
SSB_7 219 219 194 200 225 227 167 167 192 200 131 161 190 192 249 251 225 225
SSB_15 219 221 192 196 213 225 149 161 192 198 141 161 196 196 249 249 225 227
SSB_27 219 225 194 200 223 223 149 161 198 200 133 141 196 196 249 251 225 225
SSB_33 219 219 180 204 201 227 161 161 186 200 139 153 196 196 249 249 225 225
SSB_45 219 221 194 194 201 219 149 163 194 194 151 153 190 196 249 251 225 227
SSB_46 219 225 202 202 221 225 149 161 192 198 153 153 196 196 251 251 225 225
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PNI_19 219 221 182 182 207 207 153 155 158 158 147 149 222 224 253 253 225 229
PNI_35 221 221 182 182 199 207 151 153 180 180 125 149 224 226 253 253 225 225
PNI_36 221 225 182 182 207 207 153 153 158 188 139 149 218 220 253 253 223 225
PNI_39 221 221 186 196 199 207 145 153 158 206 149 149 200 200 251 253 225 225
PNI_40 221 225 166 166 207 209 151 151 158 158 149 153 194 194 253 253 225 225

PED: Pedreira; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2; ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; AMP: Amparo; SSB: S&o Sebastido;
PNI: Parque Nacional do Iguacu.
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10.2 APENDICE B: MATERIAL SUPLEMENTAR DA SECAO RESULTADOS-DNA MITOCONDRIAL

Apéndice B-1: Sitios variaveis que comp8dem cada um dos 52 haplétipos encontrados nas sequéncias concatenadas dos genes COI (Citocromo Oxidase
subunidade 1) e CytB (Citocromo B) de amostras de meliponarios e amostras naturais. Os nidmeros em negrito correspondem a posicdo de cada sitio
polimérfico no alinhamento. H: hapl6tipos.

Sitios Polimorficos

Col CytB

N —THONOMOOMN~NOANMNMLLOOAN AT O dONMOLUMNMNODdMOSTTOANDO 1O <IN 0VDODIMINSNENL OO0 AN M
H ocodRERZIICEEAEIZIARNARAE 0 IO ommhsdB e8It accld3IdB83RRR
Hpl TAATATGAAATCAATTATAATTATAGTCTIGATTTGGCTAAAAGATGATGAAATTGAGTAG
Hap 2 . . A . A . . .
Hap 3 A C : A A. AA A A
Hap 4 C. A A .
Hap5 . . . . .o .o .o .o 2
Hap 6 G G. T . G. G. A . AA. A. AA. T. AG. AG. AG. T. A . AG.
Hap 7 G G. T. G. .o G. A . AA. A. AA. T. AG. AG. AG. T. A AG.
Hap 8 G G. T . G. C. G. A . AA. A. AA. T. AG. AG. AG. T. A . AG.
Hap 9 GT. T. G. . . G. A . AIA. A. . AA. T. AG. AG. AG. T. . A. AG.
Hap 10 - .. C. - - A. . . A. AA. . . AAL L0 LD AL
Hapl1ll . G G . T. G. .o G. A . AIAGA. AA. T. AG. AG. AG. T. A AG.
Hap1l2 C G G . T. G. C. G. A . AA. A. AA. T. AG. AG. AG. T. A AG.
Hap 13 GG. T. G. G. A . AA. A. AA. T. AG. AG. AG. T. A AGA
Hap 14 G G. T. G. G. A . AA. A. AA. T. AG. AG. AGGT . A AG.
Hap 15 AlA . A .
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Hap 16
Hap 17
Hap 18
Hap 19
Hap 20
Hap 21
Hap 22
Hap 23
Hap 24
Hap 25
Hap 26
Hap 27
Hap 28
Hap 29
Hap 30
Hap 31
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Hap 36
Hap 37
Hap 38
Hap 39
Hap 40
Hap 41
Hap 42
Hap 43
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Hap 44
Hap 45
Hap 46
Hap 47
Hap 48
Hap 49
Hap 50
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Apéndice B-2: Distribuicdo dos haplétipos encontrados a partir do sequenciamento dos genes

COl e CytB concatenados por meliponario e amostras naturais.

PED SHE1 SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB PNI

H1

29

H2

H3

H4

H5

12

47 43 50 49 49 29

32

H6

H7

H8

H9

H10
H1l
H12
H13
H14
H15
H16
H17
H18
H19
H20
H21
H22
H23
H24
H25
H26
H27
H28
H29
H30
H31
H32
H33
H34
H35
H36
H37
H38
H39
H40
H41
H42
H43

13

13

23
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H44 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 0
H45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
H46 0 0 0 0 0 0 0 0 0 11 0
H47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0
H48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
H49 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
H50 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
H51 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
H52 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRCL1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB:
Sao Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.

Apéndice B-3: Frequéncia dos haplétipos encontrados para cada melipondrio e amostras
naturais. N: Tamanho amostral

PED SHEl1l SHE2 MCR1 MCR2 ERO SMI CUR AMP SSB PNI
N 50 45 50 45 50 50 50 45 45 50 50
H1 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.089 0.000 0.000
H2 0.580 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.578 0.000 0.000
H3 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.289 0.000 0.000
H4 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000
H5 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000
H6 0.000 0.711 0.940 0.956 1.000 0.980 0.980 0.644 0.000 0.000 0.240
H7 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.067 0.000 0.000 0.000
H8 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000 0.000
H9 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.111 0.000 0.000 0.000
H10 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.044 0.000 0.000 0.000
H11 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.089 0.000 0.000 0.000
H12 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.022 0.000 0.000 0.000
H13 0.000 0.289 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H14 0.000 0.000 0.000 0.044 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H15 0.120 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H16 0.100 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H17 0.100 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H18 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H19 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H20 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H21 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H22 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H23 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H24 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.260
H25 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H26 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.080
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H27 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H28 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H29 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H30 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040
H31 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040
H32 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H33 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H34 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H35 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.080
H36 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H37 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H38 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H39 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H40 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020
H41 0.000 0.000 0.060 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
H42 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000 0.000 0.000 0.000
H43 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.460 0.000
H44 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.120 0.000
H45 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
H46 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.220 0.000
H47 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.060 0.000
H48 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
H49 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
H50 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000
H51 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.040 0.000
H52 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.020 0.000

PED: Pedreira; SHE1 e 2: Santa Helena 1 e 2; MRC1 e 2: Marechal Candido Rondon 1 e 2;
ERO: Entre Rios do Oeste; SMI: Sdo Miguel do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB:
S&o Sebastido; PNI: Parque Nacional do Iguacu.

Apéndice B-4: Lista de haplétipos exclusivos e suas frequéncias por meliponario e amostras
naturais.

Grupos

amostrais Hapldtipos Frequéncia dos Haplétipos
PED H 15 0.120
PED H_16 0.100
PED H_17 0.100
PED H 18 0.020
PED H_19 0.020
PED H_20 0.020
PED H_21 0.020
PED H 22 0.020
SHE?2 H_41 0.060
MCR1 H 14 0.044
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SMI H_42 0.020
CUR H_7 0.067
CUR H 8 0.022
CUR H_9 0.111
CUR H_10 0.044
CUR H_11 0.089
CUR H 12 0.022
AMP H_ 1 0.089
AMP H 3 0.289
AMP H 4 0.022
AMP H. 5 0.022
SSB H_43 0.460
SSB H_44 0.120
SSB H_45 0.020
SSB H_46 0.220
SSB H_47 0.060
SSB H_48 0.020
SSB H_49 0.020
SSB H_50 0.020
SSB H_51 0.040
SSB H_52 0.020
PNI H_23 0.020
PNI H 24 0.260
PNI H_25 0.020
PNI H_26 0.080
PNI H_27 0.020
PNI H_28 0.020
PNI H_29 0.020
PNI H_30 0.040
PNI H_31 0.040
PNI H_ 32 0.020
PNI H_33 0.020
PNI H 34 0.020
PNI H_35 0.080
PNI H_36 0.020
PNI H_37 0.020
PNI H_ 38 0.020
PNI H_39 0.020
PNI H_40 0.020

PED: Pedreira; SHE2: Santa Helena 2; MRC1: Marechal Candido Rondon 1; SMI: S&o Miguel
do Iguacu; CUR: Curitiba; AMP: Amparo; SSB: Sdo Sebastido; PNI: Parque Nacional do
Iguacu.





