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RESUMO

OLIVEIRA, E.P. Fluxo génico de Apis mellifera L. nos estados do Piaui e Ceara:
uma analise molecular. 49p. Dissertacao (Mestrado em Genética e Melhoramento),
UFPI, Teresina, 2017.

Pouco se conhece a respeito da dindmica migratoria da espécie Apis mellifera.
Supde-se que os vales das bacias hidrogréficas possam influenciar de modo
preferencial, no direcionamento de rotas migratérias, porém nao existem trabalhos
que confirmem essa hipétese ou que quantifiquem o fluxo génico entre populacdes.
Diante disso, objetivou-se com o presente estudo, analisar a estrutura populacional e
o fluxo génico de abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) nos estados do Piaui e
Ceard, bem como avaliar a influéncia do rio Gurgueia na dispersédo dessas abelhas
no estado do Piaui. Foram utilizados seis loci SSR para anéalise molecular de 106
operarias de colbnias distintas, amostradas em municipios localizados dentro e fora
dos dominios da bacia do Gurgueia, onde é observado potencial para pratica
apicola. Apos verificacdo da qualidade da genotipagem foram calculados os valores
de heterozigosidade, numero de alelos, analise de variancia molecular (AMOVA) e
estatisticas F de Wright. O teste de Mantel foi executado para detectar a influéncia
da distancia geogréfica (em km) na diferenciacdo genética entre cada par de
localidades. Também foram realizadas andlises de estrutura populacional e fluxo
genético, pelos softwares STRUCTURE e MIGRATE. Os resultados apontaram para
alta taxa de heterozigosidade, (HO = 0,93; HE = 0,92), baixa diferenciacdo
populacional (Fst = 0,02) e elevada variabilidade genética (18,2 alelos por locus). As
estimativas das taxas de migracdo foram altas, com média de 19,39 migrantes por
geracdo entre localidades. O intenso fluxo génico influencia diretamente na baixa
diferenciacdo genética entre os grupos. Verificou-se que, rios, vales, elevacdes
topogréficas e distancias geograficas, na area estudada, ndo representam barreiras
gue possam impedir a dispersédo das abelhas africanizadas, que se organizam como
um grande grupo, sem estruturagdo populacional bem definida. O teste de Mantel
mostrou correlacdo positiva entre as distancias genéticas (Fst e Jost's D) e
geografica, porém apenas a distancia de Jost's D apresentou valores significativos
(P < 0,05). Os dados moleculares gerados permitem inferir que néo existe
estruturacdo populacional, esses dados também nao revelaram fluxo migratorio
associado ao vale do rio Gurgueia.

Palavras-chave: Abelhas africanizadas, polimorfismo genético, SSR, enxameac¢ao



ABSTRACT

OLIVEIRA, E.P. Inference of the gene flow of Apis mellifera L. by microsatellite
markers in bee populations from Piaui and Ceara. 49p. Dissertation (Master in
Genetics and breeding), UFPI, Teresina, 2017.

The migratory dynamics of the Apis mellifera specie is not well understood. It is
assumed that the river valleys may influence the migratory behavior, mainly in the
migratory routes direction, but there is no work confirming this hypothesis or
quantifying the gene flow between populations. This study aimed to analyze the
population structure and migratory dynamics in Africanized bees (Apis mellifera L.)
from Piaui and Cear4, as well as to evaluate the influence of the Gurgueia river in the
dispersion of the bees in the state of Piaui. Six SSR loci were used for molecular
analysis of 106 workers from different colonies, sampled in municipalities located
inside and outside the Gurgueia basin domains, in where is observed a potential for
beekeeping practice. After checking the quality of the genotyping, the values of
heterozygosity, number of alleles, analysis of molecular variance (AMOVA) and
Wright's F-statistics were calculated. The Mantel test was performed to detect the
influence of geographic distance (in km) on genetic differentiation between each pair
of locations. In addition, it were carried out analyzes of population structure and
genetic flow using STRUCTURE and MIGRATE software. The results indicated high
heterozygosity (HO = 0.93, HE = 0.92), low population differentiation (FST = 0.02)
and high genetic variability (18.2 alleles per locus). The estimates of migration rates
were high, averaging 19.39 migrants per generation among localities. The intense
gene flow directly influences the low genetic differentiation between the groups. It
was verified that the rivers, valleys, topographic elevations and geographic distances
presented in the field area stiduied, do not represent barriers that can prevent the
dispersion of the africanized bees, which are organized like a great group without
well defined population structuring. The Mantel test showed a positive correlation
between genetic distances (FST and Jost's D) and geographic distances but only the
Jost's D distance showed significant values (P <0.05). The molecular data from this
study allowed to infer that there is no population structure, these data also did not
reveal migratory flow associated with the Gurgueia river valley.

Keywords: Africanized bees, genetic polymorphism, SSR, swarming
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1 INTRODUCAO

Apis mellifera apresenta grande capacidade adaptativa podendo ser
encontradas em diversas &reas geograficas. Sua alta variabilidade genética a
permite prosperar em regides com diferentes configuracdes ambientais (CONTE;
NAVAJAS, 2008; PIRES et al., 2016). Presente na fauna do semiarido nordestino
brasileiro, estd entre as espécies mais comuns da caatinga (FREITAS; SOUSA;
BOMFIM, 2007) podendo ser exploradas, nestas regides, para fins econdmicos e
sociais.

E a espécie que mais se destaca como agente polinizador em ecossistemas
naturais. Na agricultura, a maior parte da polinizacdo também ¢é realizada por A.
mallifera (SIMONE-FINSTROM et al., 2016).

No Brasil, a espécie esta amplamente representada pelo hibrido conhecido
como abelha africanizada. Esta tornou-se componente essencial da apicultura no
pais, sendo o reflexo de décadas de introgressdo entre diferentes subespécies
europeias e a subespécie africana Apis mellifera scutellata (VANDAME et al., 2002).

A grande diversidade destas abelhas, bem como seu relevante papel
ambiental associado ao seu potencial para exploracdo econbmica, elencam um
conjunto de caracteristicas que justificam a necessidade de mais estudos sobre a
espécie, com o intuito de obter maior aproveitamento das suas potencialidades.
Além disso a espécie é destaque em estudos cientificos, constituindo um excelente
modelo experimental (SOLIGNAC et al., 2007).

Questdes remanescentes sobre a biologia migratoria da espécie podem ser
avaliadas com o auxilio de ferramentas genéticas. Neste cendrio os marcadores
microssatélites apresentam-se como uma alternativa eficiente para acessar as
informacdes do DNA, sendo indicados para entender a historia evolutiva de
populacdes ou subespécies (FRANCK et al., 2000). Esses marcadores sao
frequentemente utilizados em estudos de investigacdo da estruturacdo genética de
populacdes naturais (BALLOUX; LUGON-MOULIN, 2002).

Os primeiros marcadores microssatélites especificos para A. mellifera foram
caracterizados em 1993 por Estoup e colaboradores e utilizados pela primeira vez
em abelhas em 1995, em uma analise de nove populacdes pertencentes a sete

subespécies europeias e africanas. A partir de entdo, esses marcadores nucleares,
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vém sendo empregados com sucesso em estudos com abelhas a nivel populacional
(ESTOUP et al., 1995).

Ainda ndo se conhecem os reais fatores que interferem no deslocamento das
abelhas africanizadas por determinadas rotas migratorias. Entretanto, acredita-se
que A. mellifera se dispersa com maior facilidade em ambientes com formagdes
vegetais menos densas, areas urbanas ou formacdes vegetais que sofreram
intervencgédo antropica (OLIVEIRA; CUNHA, 2005).

No Piaui, imagina-se que os vales dos rios sejam rotas preferenciais de
dispersdo de abelhas africanizadas, no entanto, ndo existe na literatura, nenhum
registro sobre tal suposicdo, sendo necessario maiores investigacbes sobre essa
questéao.

Tendo em vista a necessidade de conhecer o comportamento migratério da
espécie e fornecer informacdes que possam melhorar seu gerenciamento e,
consequentemente, diminuir a perda de col6nias pelos apicultores, objetivou-se com
0 presente estudo, analisar a estrutura populacional e o fluxo génico de abelhas
africanizadas (Apis mellifera L.) nos estados do Piaui e Ceara, bem como avaliar a

influéncia do rio Gurgueia na disperséo dessas abelhas no estado do Piaui.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Apis mellifera

Taxonomicamente as abelhas pertencem a mesma ordem das vespas, tendo
destas se originado ha mais de 100 milhdes de anos, concomitante ao surgimento
das angiospermas que as ofertaram pdolen e néctar como nova fonte alimentar
(COFFEY, 2007).

As abelhas estdo organizadas em 10 ou 11 familias, com aproximadamente
700 géneros e cerca de 20 mil espécies vivas (MALYSHEV, 1968; MICHENER,
1969; MICHENER; GREENBERG, 1980)

O género Apis é constituido por cinco espécies: A. dorsata, A laboriosa, A.
florea, A. cerana, de origem asiatica e A. mellifera de origem europeia, esta destaca-
se por apresentar enxames populosos e distribuicdo em variadas regides (COFFEY;
BREEN 1997; PARKER, et al, 2010).

Apis mellifera sdo organismos eussociais que pertencem a ordem
Hymenoptera, subordem Apocrita, superfamilia Apoidea, familia Apidae e subfamilia
Apinae e género Apis (TRIPLEHORN; JONNSON, 2011).

A referida espécie conta com mais de 26 subespécies originadas a partir de
linhagens evolutivas da Africa, Oriente Médio, Etidpia, Oeste e Sudeste da Europa
(FERREIRA et al., 2009).

Sao insetos organizados em sistema de castas, com clara divisdo de funcées
dentro da sociedade, de maneira que aos zangdes cabe, exclusivamente, fecundar a
rainha, as operarias compete o trabalho de alimentar, proteger e construir a colbnia,
enquanto a rainha, fémea fértil, exerce papel de controle reprodutivo e social do
grupo (STRAUSS et al., 2008).

O desenvolvimento dessas abelhas € caracterizado por metamorfose
completa, onde ha graduada evolucdo da fase de ovo para larva, seguindo para
pupa até que o inseto chegue a fase reprodutiva (MICHELETTE; SOARES, 1993;
SEELEY, 2006; WINSTON, 2003). O tipo de alimentacdo ofertada pelas operarias,
durante o desenvolvimento da prole determinara qual das fémeas sera a rainha da
colonia (LINKSVAYER et al., 2011), o fato das operéarias estarem envolvidas nesse
processo de construcdo da rainha denota que elas exercem um certo controle sobre
a escolha da matriarca colonial (TARPY; SIMONE-FINSTROM; LINKSVAYER,
2016).
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Operarias e rainhas assemelham-se pelo grau de importancia como membros
da sociedade, porém diferem nos aspectos reprodutivo, laboral, social e também em
anatomia, fisiologia e tempo de vida (GROZINGER et al., 2007).

As rainhas de A. mellifera apresentam um requisito bastante significativo para
constituicdo de uma prole variada, seu comportamento poliandrico, tais fémeas
podem acasalar com até mais de 20 machos durante o véo nupcial (TARPY;
NIELSEN, 2002; KRAUS; NEUMANN; MORTIZ, 2005), trazendo em seus ovidutos
laterais uma faixa de 80 a 90 milhdes de espermatozoides (WOYKE, 1962). Desta
forma as fémeas reprodutoras apresentam grande possibilidade de constituir uma
colénia com maior variabilidade genética.

A qualidade reprodutiva das fémeas é uma questdo complexa que depende
de um conjunto de fatores como a idade da rainha, idade em que a larva foi
escolhida para assumir a funcdo de rainha, volume de inseminacdo. Depende
inclusive de fatores externos (RANGEL et al., 2016b).

Enquanto as fémeas se originam por meio do processo de fertilizacdo, os
machos dessa espécie se desenvolvem a partir de ovécitos ndo fecundados,
(CARANTON, 2012) fendmeno reprodutivo conhecido por partenogénese. Durante a
postura a rainha controla o numero de ovécitos fecundados e ndo fecundados que
serdo liberados, determinando a quantidade de machos em relacdo a quantidade de
fémeas que irdo compor a sua prole (HACHINOHE; ONISHI, 1952).

Mesmo que na coldnia ocorra uma baixa concentracdo de machos a taxa de
cruzamentos ndo sofre significativa reducdo (TARPY; DELANEY, 2015), j& que o0s
zangOes podem ter origens distintas e que a fertilizacdo ocorre sempre fora da
colmeia, em locais especificos, denominados area de congregacdo de zangdes,
locais estes, onde a rainha tera disponibilidade suficiente de machos para fecunda-la
(LOPER; WOLF; TAYLOR JR, 1992).
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2.2 Enxameacao

Outra caracteristica bastante relevante a ser considerada, em estudos com A.
mellifera, é sua capacidade de enxameacdo, que pode acontecer por diferentes
ocasifes, a saber: saida natural, de uma rainha, com parte das operarias, por falta
de espaco na colmeia (ROCHA, 2008), enxameacao provocada por falta de recursos
nutricionais e de condi¢cdes ambientais propicias a sustentabilidade da col6nia
(CORREIA — OLIVEIRA et al., 2012). Evento que provoca a saida do grupo inteiro,
ou de parcela consideravel deste, e por consequéncia causa grande dispersao dos
animais na natureza.

Em razdo do seu alto poder de enxameac¢do entende-se que a espécie pode
chegar aos mais variados ambientes, segundo Soares (2012), essas abelhas
conseguem se deslocar a uma velocidade de até 500 km por ano. Em virtude da sua
grande capacidade adaptativa, acredita-se que a espécie pode se instalar e se
reproduzir nos mais variados ambientes. Populacdes de abelhas apresentam
caracteristicas metabdlicas apropriadas a diferentes regides climaticas, conferindo
potencialmente caracteristicas fenotipicas benéficas (PARKER et al., 2010).

Antes da enxameacao reprodutiva algumas operarias saem com o proposito de
selecionar um novo local para estabelecer o ninho, este trabalho € um desafio, onde
0s grandes enxames tém a vantagem de enviarem um maior nimero de abelhas
para desempenharem este trabalho e consequentemente aumentam as chances de
encontrar melhores locais em menores intervalos de tempo (SCHAERF et al., 2013).

Embora a rainha n&o participe diretamente da escolha do local de nidificacao,
sua presenca é fundamental durante o fenbmeno de enxameacdo, por meio de
alteracbes em seus feromonios as operarias podem mudar de comportamento
durante o trajeto, podendo inclusive abandonar o enxame caso percebam a
auséncia da matriarca, no grupo. Trata-se de mais um trabalho coletivo, onde ocorre
sintonia entre as atividades da rainha e milhares de operarias (GROZINGER,;
RICHARDS; MATTILA, 2014; RICHARDS et al., 2015).

A enxameacao é um excelente modelo para estudo de comportamento coletivo,
porém sdo muitas as questdes que envolvem esse importante evento, é preciso
considerar, na sua analise, desde as causas que estimulam o grupo a sair do seu
local de origem, até os mecanismos quimicos, genéticos e fisioldgicos, que
coordenam o movimento (GROZINGER; RICHARDS; MATTILA, 2014).
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2.3 Importancia ambiental e econémica

Provavelmente as abelhas j& estavam presentes no inicio da evolug¢do das
angiospermas, tendo sido um importante fator a contribuir na diversificacdo das
eudicotiledéneas, um grupo que inclui mais de 75 % das angiospermas (CARDINAL,;
DANFORTH, 2013).

E possivel perceber que plantas e abelhas vivem em importante relacdo de
simbiose, onde abelhas dependem do néctar e do pélen para se alimentarem e em
troca transportam o polen das plantas para diversos locais, contribuindo para sua
dispersdo (SANTOS, 2002), dentre as abelhas polinizadoras, destaque para A.
mellifera, espécie de grande importancia para sustentacdo da producdo em muitos
agroecossistemas (SIMONE-FINSTROM et al., 2016).

Sendo assim, € facil perceber que, além de todos os produtos apicolas, as
abelhas merecem destaque especialmente pelo seu papel como agentes
polinizadores. Estdo diretamente relacionadas com a producéo e dispersédo natural
de variadas fruteiras, contribuindo para diversidade dos ecossistemas. Também
agem no fortalecimento da agricultura, segundo Simone-Finstrom et al. (2016), na
Califérnia a maior parte da polinizacdo na agricultura é realizada por A. mellifera.

Compreende-se a verdadeira dimensdo do quédo importante sdo as abelhas
para 0 ambiente, quando se percebe o tamanho da sua relevancia enquanto
polinizadores, tanto para sistemas agricolas, quanto para os demais ecossistemas
naturais, o que faz delas, responsaveis pela conservacdo de espécies vegetais e
animais, que estao interligadas em uma grande teia alimentar (DE FREITAS et al.,
2016).

Se por algum motivo a polinizacao fosse interrompida, ocorreriam problemas
graves; tais como risco de colapso para empresas agricolas a nivel global, bem
como comprometimento a saude e nutricdo humana (DYNES et al., 2017).

A Apicultura, também deve ser verificada neste contexto, pois a criacdo de
abelhas, é uma atividade com caracteristicas peculiares, que pode ser realizada
concomitantemente a outros oficios no campo. Causa baixo impacto ambiental e tem
rapido retorno do investimento empregado (BACHA JUNIOR; FELIPE-SILVA;
PEREIRA, 2009).

O mel é o produto apicola mais popular e também o mais comercializado, a

producdo de mel € uma atividade que demanda baixos investimentos e apresenta



18

boa lucratividade, podendo configurar-se como fonte de renda extra, para o
trabalhador rural (FREITAS; KHAN; SILVA, 2004).

No Brasil a atividade apicola teve grande avanco ap0s o processo de
africanizacado das abelhas A. mellifera, tendo como principal produto o mel, este é
mundialmente conhecido, por sua variedade e qualidade. Os Ultimos dados
divulgados, referentes aos anos de 2013 e 2014, apontam o Brasil como oitavo
maior exportador de mel em termos de valores. Neste periodo o pais subiu seis
posi¢cdes no ranking mundial de exportacdes de mel (ABEMEL, 2017).

Apicultura € uma atividade de grande relevancia, em um momento onde o
mundo volta suas atencdes para crise ambiental. Além de gerar emprego e renda,
no campo, contribui indiretamente, para aumentar a diversidade dos ecossistemas,
impulsionar a producdo agricola e minimizar os efeitos negativos que outras
atividades poderiam gerar, ao explorar 0s recursos naturais.

No entanto, para o fortalecimento da indUstria apicola € preciso maiores
investimentos em programas de conservagdo e melhoramento genético de abelhas
A. mellifera, com praticas que visem o aumento de caracteristicas de interesse, tal

como o aumento dos niveis de producéo nas colmeias (MARTINEZ; SOARES, 2012)

2.4 Abelhas Africanizadas

As abelhas A. mellifera presentes no Brasil sdo hibridos denominados
abelhas africanizadas, provenientes do cruzamento entre as linhagens A. mellifera
scutellata, que chegaram da Africa em 1956, com grupos europeus ja estabelecidos
no pais desde o século XIX, sdo elas; A. mellifera mellifera da Alemanha, A.
mellifera carnica da Austria e A. mellifera ligustica da Italia (KER, 1967).

A historia das abelhas africanizadas esta relacionada com a tentativa de
fortalecimento da apicultura no Brasil, principalmente porque foi com o objetivo de
impulsionar a apicultura, com o aumento da produtividade, que as abelhas africanas,
foram trazidas para o pais (KERR, 1967) e deu inicio ao processo de africanizacéo.

As rainhas de algumas colmeias africanas que estavam sendo introduzidas no
municipio de Rio Claro — SP, se dispersaram pelo ambiente, cruzaram naturalmente
com alguns zangbes europeus e o resultado deste evento foi o surgimento de
abelhas com grande adaptabilidade ambiental, ciclo reprodutivo curto e alto
potencial defensivo (KER, 1967; GONCALVES, 1974).
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A principio a estratégia de introduzir Apis mellifera scutellata tornou-se um
entrave ao desenvolvimento apicola no Brasil. Primeiro devido a dispersdo
descontrolada do grupo africano e segundo porque ocorriam inimeros acidentes
provocado pelas abelhas africanizadas, resultantes do cruzamento entre o0 grupo
africano e europeu (GONCALVES, 1994). Por ndo conhecerem formas eficientes de
manejo com essas recém-chegadas abelhas, muitos apicultores diminuiram suas
producdes ou até mesmo abandonaram a atividade (GONCALVES, 1974).

As abelhas africanizadas apresentam claras marcas herdadas dos seus
antepassados africanos, como alto poder defensivo e dispersivo, sendo atualmente,
as abelhas mais comumente encontradas no Brasil, norte da Argentina, México e sul
dos Estados Unidos (KADRI et al., 2016). Além dessas caracteristicas herdaram
ainda, resisténcia a doencas e agressividade (DE JONG, 1992).

Apesar da forte influéncia Africana é necessario esclarecer que a abelha
africanizada € um hibrido, mesmo que a maioria de seus genes mitocondriais sejam
de ascendéncia africana, seu DNA gendmico continua sendo uma mistura estavel de
genes europeus e africanos. Provavelmente tenha sido esta mistura a grande
responsavel para o sucesso destas abelhas as fortes pressées ambientais (RANGEL
et al., 2016a).

As abelhas africanizadas, possuem consideravel importancia sobre varios
aspectos, sejam eles; econémicos, ambientais ou cientificos. Ja foram temidas pelos
apicultores, consideradas “abelhas assassinas”, atualmente sdo usadas como

modelo para estudos nas areas de Genética evolutiva (KADRI et al., 2016).

2.5 Marcadores microssatélites na investigacdo de polimorfismo genético

As diferencas observadas entre os individuos de uma populagdo sao
consequéncias das variacbes acumuladas no material genético, de cada organismo,
aliada ainda, aos efeitos provocados pelo ambiente. O estudo das diferencas
genéticas por meio da investigacao do polimorfismo existente na molécula de DNA é
um método que vem sendo muito usado.

Apos a descoberta da PCR (Polimerase Chain Reaction), que consiste na
replicacdo de sucessivas copias do DNA in vitro, técnica proposta por Kary Mullis
(1990), a caracterizacao genética molecular configurou-se em um importante avanco

para o uso de marcadores moleculares em estudos genéticos.
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Considera-se como marcador molecular qualquer trecho herdavel do DNA,
gue apresente alelos distintos em organismos aparentados (SUNNUCKS, 2000) e
que possa servir como alvo de investigacao da variabilidade genética.

Existem muitos marcadores disponiveis as analises genéticas, eles se
distinguem em varios aspectos, como: quantidade, polimorfismo detectavel,
especificidade dos loci, reprodutibilidade (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).
Portanto, é essencial optar por um marcador que seja capaz de detectar
variabilidade genética e responder aos questionamentos do trabalho, levando em
consideracao os recursos disponiveis para a técnica.

Neste contexto, destacam-se o0s microssatélites, marcadores facilmente
detectaveis, informativos, codominantes, de alta reprodutibilidade, bastante
polimorficos, que permitem a analise de regides especificas do genoma, abundantes
e conservados em espécies relacionadas (FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998).

Os microssatélites ou SSR (Simple Sequence Repeats) sdo repeticdes de
uma a seis bases que se encontram em tandem no DNA, sédo raros em regifes
codificantes (FIELD; WILLS, 1998) e tém se mostrado altamente eficiente para
estudo de genética de populagcbes (LEHMANN; HAWLEY; COLLINS, 1996),
inclusive para identificacdo de abelhas A. mellifera em estudo de conservacao
(MUNOZ et al., 2016).

Foram caracterizados mais de quinhentos loci microssatélites em A. mellifera
(SOLIGNAC et al., 2003). Além das vantagens mencionadas anteriormente a
possibilidade de detecgdo de varios microssatélites (multiplex) no mesmo gel, vem
facilitando a operacionalizacdo das analises (FALEIRO, 2007), e constitui-se em
mais uma caracteristica positiva do marcador, que frequentemente é usado para
estudos com a espécie A. mellifera (Tabela 1)

Uma dificuldade nos trabalhos com uso de marcadores microssatélites é o
alto custo para aquisicdo dos primers, mas pela capacidade que eles tém em
detectar variagdes, o nimero de marcadores utilizados pode ser reduzido (BOREM;

MIRANDA, 2009) o que torna a técnica mais acessivel.
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Tabela 1- Estudos realizados com Apis mellifera por meio de marcadores
microssatélites.

microssatelites

Resultados

Referéncia

A113, A24, A88, Ap43,
Ap81, B124, APJC2,
AT6.

Diversidade genética associada a
Imunocompeténcia em colonias

selvagens.

Lépez-Uribe et al., 2017

A24, A28, A79, ASS,
A107, Ap66, Ap43,
Ap81.

Operérias regulam producéo de
rainhas.

Tarpy; Simone-Finstrom;
Linksvayer, 2016

A7, A8, Al4, A28, A35,
A43, A79, A88, A107,
Al113, IM, ED1.

10 anos ap0os africanizacdo os
enxames continuam misturados com
marcas africanas mais acentuadas.

Rangel et al., 2016a

A24, A28, A79, A8S,
A107, Ap43, Ap66,
Ap81, AC006, B124, HB-
THE-03, HB-THE-04.

A poliandria em A. mellifera é uma
caracteristica que sofre acao evolutiva
e nao ecoldgica

Tarpy; Delaney; Seeley,
2015

B124, A88, A24, ApJC2,
A76, Ap43, Ap81l, A113

Exposicdo a agentes combatentes de
acaros, durante o desenvolvimento,
comprometem a saude reprodutiva da
rainha.

Rangel; Tarpy, 2015

Mrjp3, Mrjp5, Mrjp8

Variabilidade genética das rainhas esta
diminuindo, nos loci analisados.

Parpinelli; Ruvolo-
Takasusuki; Toledo,
2014

A107, A113, Al4, A29,
A79, A8, A88, B124

Operérias sao capazes de responder a
pressdes sazonal e explorar
oportunidades reprodutivas.

Holmes et al., 2013

AmO010, Am043, AmO052,
AmO059, Am061, Am098,
Am125, AM553

Ha variacéo significativa na qualidade
de rainhas produzidas comercialmente.

Delaney et al., 2011

A107, A113, Al4, A35,
A88, A28, B124, A76

O volume de sémen e ndo a sequéncia
de inseminacgéo determina a
constituicao da prole dos varios
zangOes.

Schliins et al., 2004
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Municipios amostrados

Para este estudo foram selecionados trés municipios, localizados dentro dos
dominios da bacia do Gurgueia: Floriano (FLO), Cristino Castro (CCT), Corrente
(COR) e outros trés municipios fora da influéncia deste rio: Caldeirdo do Piaui
(CDP), Santana do Cariri (SDC) e Nova Olinda (NOL) (Figura 1 e Tabela 2).

O municipio de Floriano encontra-se sobre influéncia direta do rio Parnaiba e
do Gurguéia. Cristino Castro e Corrente sdo banhados pela bacia do Gurguéia,
maior afluente do rio Parnaiba, enquanto Caldeirdo do Piaui, Santana do Cariri e
Nova Olinda encontram-se fora da influéncia destes rios.

A utilizacéo de tal critério, na escolha dos municipios amostrados, deve-se ao
fato de acreditar-se que os vales dos rios sdo rotas migratorias de A. mellifera.

Figura 1- Municipios de coleta nos estados do Piaui e Ceara. Em destaque a
chapada do Araripe e os rios Parnaiba e Gurgueia.

-40 -38
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=== Rio0 Parnaiba ¢ Rio
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|:| Santana do Cariri - CE

I:] Floriano - PI
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|:] Estado do Ceara e
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Sistema de coordenadas geogréficas
Datum: Sirgas (2000)
Fonte: IBGE (2013)
Geoprocessamento: Jéssica Frota (2017)
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Foram analisadas 106 operarias de A. mellifera, onde cada individuo

representa uma colbénia (106 coldnias), dentro dos diferentes municipios estudados

(Tabela 2).

Tabela 2- Numero de amostras (colénias) de abelhas Apis mellifera por populacdo e

suas posicdes geograficas.

Estado Municipio ,(B\nLt;tude Latitude Longitude ag;ﬂzs
Piaui Floriano 132 06°46'01”S 43°01'21"W 20
Caldeirdao do Piaui 622 07°13'06”S 40°37°44"W 10
Cristino Castro 300 08°52'18”S 44°12'34"W 29
Corrente 389 10°32°09”S 44°59’59"W 12
Ceara Santana do Cariri 631 07°12’16”S 40°36’06"W 18
Nova Olinda 436 07°10'25”S 39°59'57"W 17
Total 106

3.2 Material bioldgico

As abelhas, operérias adultas, foram coletadas nos meses de marco e maio
de 2015, nos municipios de Floriano, Caldeirdo do Piaui, Santana do Cariri, Nova
Olinda, Corrente e Cristino Castro (Tabela 2). Estes meses correspondem ao
periodo mais chuvoso do ano, no Piaui (BRITO; COSTA, 2012). As abelhas foram
acondicionadas em tubos tipo Falcon de 50 mL contendo 30 mL de alcool absoluto e
identificadas com nome da localidade e do apiario. Os tubos contendo as abelhas

ficaram armazenados em freezer a —20°C até a data das extracdes do DNA.

3.3 Extracédo de DNA

Todo procedimento de extracdo de DNA foi realizado no laboratorio de
Biologia Molecular da Universidade Federal do Piaui, no qual se utilizou o kit de
extracdo da Qiagen QIAamp® DNA Mini Kit (250), com algumas modificagdes, como
descrito abaixo.

De cada abelha foram retirados cabeca e torax. O material foi fragmentado
utilizando bisturi e placa de vidro como apoio, posteriormente o mesmo foi
armazenado em tubos de 1,5 mL, onde foi adicionado 180 pyL de tampao ATL e 20

ML de proteinase K, apds homogeneizado o conteudo, os tubos foram levados a
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banho maria a temperatura de 56 °C por 3 horas, com pausas a cada meia hora para
repetir a homogeneizagéo.

Apo6s a retirada das amostras do banho-maria foi adicionado 200 pL de
tampédo AL e 200 uL de etanol 100%. Em seguida, o material foi transferido para
tubos contendo um filtro de membrana de silica (spin column) e centrifugado por 1
minuto a 8000 rpm. O filtrado foi descartado juntamente com o tubo de coleta e um
novo tubo foi acoplado & uma coluna de silica, onde adicionou-se 500 pL de tampéao
AW, e levado para centrifuga por 1 minuto a 8000 rpm.

Novamente o filtrado foi descartado com o tubo de coleta e ao tubo com a
coluna foi adicionado 500 pL de tampao AW, e levado a centrifuga por 3 minutos a
14 000 rpm. ApOs essa etapa a coluna de silica foi transferida para um tubo de 1,5
mL devidamente identificado, onde foram adicionados 100 pyL de tampdo AE.
Nessas condicbes as amostras ficaram encubadas por 5 minutos em temperatura
ambiente e em seguida centrifugadas por 3 minutos a 10.000 rpm. Concluido o
processo de extracao o DNA foi acondicionado em freezer a -20°C.

Por meio de gel de agarose a 1,0% em corrida de eletroforese de 100 V por
60 minutos foram verificadas a integridade e a pureza do DNA. As amostras foram
mixadas ao tampdo de carregamento contendo GelRed™ e posteriormente
visualizados em transluminador.

O DNA foi diluido em agua ultrapura, na propor¢cao de 1uL de DNA: 99 uL de

agua ultrapura.



25

3.4 Marcadores microssatélites

Nesse estudo foram utilizados seis loci de microssatélites desenhados para A.
mellifera. Os primers foram desenvolvidos com base em estudos prévios realizados
para a espécie (Tabela 3). Outros 2 loci foram testados (Am043 e Am061), porém

nao amplificaram.

Tabela 3- Marcadores utilizados para analise molecular em Apis. mellifera e suas

Ta  Concentragéo

(°C) de MgCl, Referéncia

Locus Sequéncia Direta (F) e Reversa (R)

5'-CACAAGTTCCAACAATGC-3'F
AmO010 54 1,5 Estoup et al., 1995
5'-CACATTGAGGATGAGCG-3R

5'-CGAATTAACCGATTTGTCG-3'F
AmO052 55 1,3 Estoup et al., 1995
5'-GATCGCAATTATTGAAGGAG-3R

5'-CTCGAATCGTGGCGTCC-3F
AmO059 57 1,3 Estoup et al., 1995
5-CCTGTATTTTGCAACCTCGC-3R

5'-GGCGTGCACAGCTTATTCC-3'F
AmQ098 54 15 Estoup et al., 1994
5'-CGAAGGTGGTTTCAGGCC-3'R

5'-GGATCGTCGAGGCGTTGA-3'F _
Am125 57 11 Solignac et al., 2003
5'-GAAAAGTATTCCGCCGAGCA-3R

5'-CGCTGGAAATTGTTCGAGA-3'F

Am553 55 15 Delaney et al., 2010
5-GGGAGACTTACTGCTTCGA-3R

respectivas referéncias.

Ta (°C) - Temperatura de anelamento.

Os marcadores selecionados mostraram-se polimérficos e revelaram grande
variacao alélica, portanto foram informativos na analise.

Os primers foram testados e otimizados a partir das recomendacfes descritas
pelos respectivos autores e as posteriores PCRs foram realizadas nas condigdes
descritas a seguir: tampao 1X, 0,4 mM de dNTP, MgCl; a 1,5 mM, 0,5 mM de cada
primer forward e reverse, 1 U de taq DNA-polimerase (Ludwig), 1uL de DNA
gendmico e agua ultrapura g.s.p. 10 pL.

O programa da PCR foi realizado em termociclador Veriti'™ Thermal Cycler
(Applied Biosystems) nas seguintes condi¢cdes: 95°C por 7 minutos para

desnaturacao inicial; 28 ciclos de 95°C por 40 segundos para desnaturagéo, seguida
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de anelamento dos primers a temperatura correspondente (Tabela 3) por 20
segundos, e 72°C por 20 segundos para extensdo, além de uma extensdo final a
72°C por 10 minutos. As reacdes aconteceram em diferentes concentracbes de
cloreto de magnésio (Tabela 3).

Os procedimentos elencados acima bem como a genotipagem em gel de
poliacrilamida foram realizados no laboratério de Genética do Departamento de

Zootecnia da UFPI, campus Ministro Petrénio Portela.

3.5 Eletroforese e revelacdo das bandas

As amostras foram genotipadas por eletroforese em gel de poliacrilamida n&o
desnaturante a 6% com tamp&o de corrida Tris-Borato-EDTA (TBE 1,0 X). A coluna
de gel foi montada em placas de 22,3 cm de altura, sendo o processo realizado a
250 V por um periodo de 3 horas e 30 minutos.

Ao término da corrida realizou-se a coloragdo do gel, para visualizacdo das
bandas, seguindo o protocolo descrito por Bassam; Caetano-Anolles e Gresshoff
(1991).

O registro dos géis foi obtido por meio de fotografias em camera digital Nikon
D3200 com sensor de imagem CMOS formato DX de 24.2 megapixels. A
genotipagem foi verificada com o auxilio do ladder 50 pb, 100 pb e amostras
controle, com tamanhos conhecidos, aplicadas em diferentes posi¢cdes dos géis por

repetidas vezes.

3.6 Analises estatisticas

Apos a genotipagem foi gerada uma matriz de dados com o tamanho dos
fragmentos amplificados. Inicialmente estes dados foram analisados no programa
MICRO-CHECKER 2.2.3 (VAN OOSTERHOUT et al., 2004) para avaliar valores
inconsistentes como: alelos fora do tamanho esperado, valores de variagao fora do
modulo esperado (p. ex., variagbes de trés bases em locus de variacdo
dinucleitidica) e presenca de alelos nulos. A riqueza alélica (AR) foi obtida pelo
programa FSTAT 2.9.3 (GOUDET, 1995).

O conteudo de informacao polimorfica (PIC) foi determinado com a utilizacao
do programa CERVUS 3.0.7 (KALINOWSKI et al., 2007). Foi utilizado o programa
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GENEPOP v.4.0.10 (ROUSSET, 2008) para verificacdo das condi¢cbes do equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) por locus e por populacdo, enquanto para a
heterozigosidade esperada e observada (H, € He), nUmero de alelos (N) e nUmero de
alelos efetivos (Ne) os dados foram obtidos pelo programa GENALEX 6.503
(PEAKALL; SMOUSE, 2006). Por esse mesmo programa foi estimada a distribuicao
da variagdo genética, por meio da Andlise de Variancia Molecular (AMOVA),
baseado em 999 repeticbes, considerando 0s seis municipios estudados por
populacdes e divididos em dois grupos: centro (Caldeirdo do Piaui, Santana do Cariri
e Nova Olinda) e sul (Corrente, Cristino Castro e Floriano).

Para o teste de hipétese do aumento das diferencas genéticas pelas
distancias geogréficas foi utilizado o teste de Mantel implementado no programa
GENALEX 6.503 (PEAKALL; SMOUSE, 2006), adotando 999 permutacfes a nivel
de significancia de 5%. A distancia geografica entre os pontos de coleta foi estimada
pelas ferramentas do programa Google Earth® Copyringht (Tabela 4). As distancias
genéticas entre cada par de localidades foi estimada com base nos indices Fst e
Jost’s D.

Tabela 4- Distancias geograficas entre os locais de coletas de Apis mellifera (Km).
Corrente (COR), Cristino Castro (CCT), Floriano (FLO), Caldeirdo do Piaui

COR CCT FLO CDP SDC
COR
CCT 268
FLO 597 332
CDP 834 660 323
SDC 952 676 420 152
NOL 949 674 418 184 32

(CDP), Santana do Cariri (SDC) e Nova Olinda (NOL).

Para a realizacdo de inferéncias sobre a estrutura genética das populacdes foi
usado o programa STRUCTURE 2.3.3 (PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000). As andlises foram ajustadas para 50.000 repeticdes de burnin e 150.000
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Cadeias de Markov e Monte Carlo (MCMC), com 10 repeti¢cdes independentes para
cada K, que variou de 1 a 8, para confirmar a consisténcia entre as execuc¢des. O
valor de K mais provavel foi calculado como descrito por Pritchard; Stephens e
Donnelly (2000), de acordo com as probabilidades a posteriori das estatisticas
Baysianas.

A estimativa do fluxo de genes entre populacdes, que verifica 0 numero
efetivo de migrantes trocados por geragao entre pares de localidades, foi estimado
utiizando a estratégia Bayesina no software MIGRATE 3.6.10 (BEERLI;
FELSENSTEIN, 2001). As repeticbes foram executadas utilizando o modelo de
“microssatélite” num método de passo Unico com taxa de mutacdo constante e
parametros iniciais com base nos calculos de Fsr.

A distribuicdo prévia foi estabelecida de modo uniforme para o tamanho da
populacdo efetiva, em escala de mutacdo O (= 4Neu) e taxas de migracdo em
escala de mutacdo M (= m/ u). A analise dos dados foi repetida de forma aleatérias
dez vezes para garantir a convergéncia. O numero efetivo de migrantes (Nm) foi
calculado usando a relacdo Nm = (© x M) / 4. O calculo foi realizado com execucdes
de 10.000 repeticbes para cada cadeia, uma cadeia longa com 100 acréscimos e
5.000 passos registados em cada cadeia. Utilizou-se na analise uma matriz com a
distancia linear em pares (em Km — Tabela 3) entre cada local de amostragem,
permitindo que as taxas de migracédo fossem escalonadas por taxa de mutacéo e por

estas distancias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os seis loci analisados no presente trabalho foram selecionados por terem
apresentado sucesso nas amplificacfes, revelado polimorfismo e presenca de

bandas nitidas, mostrando-se apropriados para genotipagem (Figura 2).

Figura 2- Polimorfismo genético observado nos seis loci analisados. Visualizagcéo
em gel de poliacrilamida.

CN- Controle negativo; 100 pb- ladder de 100 pares de bases; 50 pb- ladder de 50 pares de bases.

O numero total de alelos por locus variou de 14 (Am010) a 22 (Am553), com
uma média de 18,2 (erro padrdao = 0,98) alelos (Tabela 5). Com os mesmos
marcadores, em estudos com 1253 amostras de abelhas africanizadas nos Estados
Unidos, Tarpy et al., (2010) encontraram 8 alelos para os loci Am010 e Am553.

Estes autores consideraram a taxa de diversidade alélica relativamente alta e,
portanto, os valores apresentados no presente estudo evidenciam a alta diversidade
genética de A. mellifera nas regibes amostradas. Este fato pode ser ainda
constatado em termos de numero efetivo de alelos, os quais também apresentaram
altos valores (Ne = 12,03 +0,46). De acordo com a FAO (2011) sao recomendados
em média quatro alelos por locus para que a diversidade seja considerada

significativa.
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Outra evidéncia da alta diversidade genética de A. mellifera foi observada nos
calculos do contetado de informacdo polimérfica (PIC). Os valores encontrados
variaram de 0,89 a 0,92 (Tabela 5), sendo os loci considerados altamente
informativos (BOTSTEIN et al., 1980).

Tabela 5- Andlise de diversidade genética de seis marcadores SSR em Apis
mellifera. NOmero de alelos (Na), Numero de alelos efetivos (Ne),
Heterozigosidade Observada (Ho), Heterozigosidade Esperada (He),
Contetdo de informacdo polimérfica (PIC), Iindice de Fixacdo (F),
Estimativa da probabilidade de ocorréncia de alelos nulos (A.Nul.), indices
de diferenciacdo populacional (Fst e Rst).

Loci Na Ne Ho He PIC F A.Nul. Fst Rst

Am059 18 11,63 092 0,92 0,91 -0,00 -0,000 0,03 0,16
Am098 19 13,65 0,96 0,93 0,92 -0,03 -0,017 0,01 0,02
Am052 19 11,95 0,92 0,92 0,91 0,00 -0,000 0,02 0,04
Am125 17 1193 093 0,92 0,91 -0,01 -0,004 0,03 0,14
Am553 22 12,99 0,95 0,92 0,92 -0,03 -0,016 0,03 0,12
AmO010 14 10,05 0,93 0,91 0,89 -0,03 -0,015 0,00 0,03
Média 18,2 12,03 0,93 0,92 0,91 -0,01 0,02 0,09

A heterozigosidade observada manteve-se igual ou um pouco acima da
esperada. A alta heterozigosidade pode ser reflexo do nimero de zangbes que
acasalam naturalmente com a rainha e introduzem novos alelos na populacéo,
contribuindo diretamente com a alta diversidade alélica observada na espécie
(PARPINELLI; RUVOLO-TAKASUSUKI; TOLEDO, 2014).

Foi possivel constatar que, no momento da amostragem, as proporcoes
alélicas e genotipicas encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW).
Acredita-se que o cruzamento aleatério e o comportamento poliandrico das rainhas
A. mellifera, que se acasalam com muitos machos (ECKHOLM et al., 2015), seja
suficiente para fazer com que as populac¢des alcancem o equilibrio. Além disso uma
abelha rainha usa todos o0s espermatozoides presentes em sua espermateca de
forma aleatéria, de modo que o ultimo zangdo a inseminar a fémea tem a mesma

contribuicdo que os anteriores, na fertilizacdo da rainha (FRANCK et al., 2002).
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A auséncia de alelos nulos por marcadores reforca a confiabilidade de que o
valor de Fst néo foi subestimado e que existe pouca diferenca entre as populacdes.
Anédlogo ao Fst, a estatistica Rst foi desenvolvida especificamente para dados
microssatélites, uma vez que considera as mutacdes para um novo alelo de
determinado locus desse marcador (SLATKIN, 1995).

Analisando os dados obtidos para os parametros Fst e Rst (Tabela 5), pode-
se inferir que existe pouca diferenciacdo genética. Considerando-se o parametro
Fst, com média de 0,02 e o Rst, que tem média de 0,09, de acordo com a
classificacdo de Wright (1978).

Quando as populagdes estdo sobre efeito de baixo ou nenhum fluxo génico o
Rst € mais representativo na analise de diferencas entre populacdes (BALLOUX;
GOUDET, 2002). No entanto, o fluxo génico deve ser considerado nestas andlises,
pois como discutido anteriormente, verificou-se elevadas taxas de He e Ne,
caracterizando grande diversidade genética, além de F baixo, com média de -0,01
(Tabela 5) indicando pouca endogamia e Fst baixo indicando auséncia de estrutura
populacional.

Apesar do Rst ser considerado mais apropriado para analise com
microssatélite € importante observar um ponto ao utilizar esse parametro; sua
vulnerabilidade em relacéo a variagdo amostral. E necessario, portanto, neste tipo
de andlise, dispor de grande nimero de individuos por populacéo, reduzida variacédo
amostral entre as populacdes e elevado nimero de loci microssatélites (BALLOUX;
GOUDET, 2002). Assim, com apenas seis marcadores microssatélites e tamanho
amostral varidvel entre os municipios selecionados, considera-se o Fst 0 parametro
mais indicado a ser considerado neste estudo.

Em detrimento aos resultados apresentados pelos valores Fsr (Tabela 6)
constata-se que ha correlacdo positiva entre distancia genética e distancia
geogréfica (r* = 0,24), com valore de significancia préximos ao limiar de 5% (P =
0,052). Assim, pode-se observar que ocorre um aumento na distancia genética
conforme aumenta a distancia geogréfica, de acordo com o indice Fst. Esse evento
foi corroborado, ao se utilizar no teste de Mantel, com as distancias genéticas por
meio do indice Jost's D, o qual também apresentou correlagcdo positiva (r* = 0,64),

porém, desta vez, significativa (P = 0,007).
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O resultado do calculo das distancias genéticas entre pares de localidades,
usando os estimadores Fst e Jost’s revelaram que as diferengas genéticas entre as
populacdes existem, embora sejam pequenas, mostram-se significativas entre
populacdes mais distantes geograficamente.

Ao analisar a matriz de valores de Jost’s D par a par, abaixo da diagonal
(Tabela 6), constatamos que as populagdes de Corrente apresentam diferengas
significativas em relacdo as populacées de Floriano (0,184), Caldeirdo do Piaui
(0,332), Santana do Cariri (0,345) e Nova Olinda (0,354), populacbes das quais
Corrente esta mais distante geograficamente. O mesmo padrédo pode ser observado

para todos os outros pares de localidades.

Tabela 6- Calculo da distancia genética* (FST e Jost's D) entre pares de localidades.
Valores de Fst aparecem acima da diagonal, enquanto valores de Jost's D
aparecem abaixo. Em negrito, comparacfes com P valores menores que
0,05. Corrente (COR), Cristino Castro (CCT), Floriano (FLO), Caldeirdo do
Piaui (CDP), Santana do Cariri (SDC) e Nova Olinda (NOL).

Populacbes COR CCT FLO CDP SDC NOL
COR - 0,020 0,030 0,044 0,037 0,037
CCT 0,092 - 0,024 0,032 0,024 0,024
FLO 0,184 0,202 - 0,033 0,026 0,025
CDP 0,332 0,256 0,141 - 0,023 0,035
SDC 0,345 0,237 0,150 0,019 - 0,023
NOL 0,354 0,236 0,143 0,223 0,142 -

*Estas mesmas matrizes foram utilizadas no teste de Mantel para correlacdo com a distancia

geogréfica.

E possivel verificar que apesar de Floriano estar mais distante
geograficamente de Corrente do que de Cristino Castro apresenta maior diferenca
genética em relacdo a Cristino Castro, no entanto deve-se observar que essas
diferencas além de pequenas ndo sao significativas. Nesse contexto € importante
perceber ainda, que a acdo antropica também atua na distribuicdo da diversidade
genética destas abelhas.

Além disto, as andlises par-a-par entre localidades mostram auséncia de
variacdo significativa entre localidades vizinhas. No entanto, ao se comparar

localidades nao vizinhas, os indices FST e Jost’'s-D passam a ser significativos,
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apesar de baixos (Tabela 6). Neste caso, os resultados sugerem que apesar de néo
haver estruturacdo populacional bem estabelecida entre as amostras coletadas, a
variavel “distancia geografica” mostra ter influéncia na diferenciagdo genética da
espécie, mesmo que de forma branda

Analisando Fst como estimador de variacdes, € possivel constatar que o0s
resultados validam a analise de Jost’s D, onde as populacbes de Corrente ndo
apresentam diferencas genéticas significativas em relagéo as populac¢des de Cristino
Castro (0,020) ao passo que essas diferencas sao observadas em relacédo a Floriano
(0,030), Caldeirdo do Piaui (0,044), Santana do Cariri (0,037) e Nova Olinda (0,037),
populacdes mais afastadas geograficamente (Tabela 6).

Acredita-se que as menores diferencas genéticas entre Floriano e o0s
municipios do Ceara podem ser resultado do grande intercambio génico existente
entre os apiarios da regido central do Piaui com os municipios do Ceara, por meio
da apicultura migratoria. Esta € uma estratégia utilizada pelos apicultores, para
atender as necessidades nutricionais dos enxames no periodo em que a flora
apicola fica escassa em decorréncia da falta de chuvas nas regides mais aridas
(LEAL NETO, 1998).

De acordo com relatos de apicultores (SOUZA, informacado pessoal), h4 mais
de trés décadas, é comum a pratica de apicultura migratéria, anualmente, das
colmeias da regido de Picos em direcdo a Serra do Araripe, na rota para regido do
Crato no Ceara. A apicultura piauiense se consolida pela pratica de trés ou mais
eventos migratérios por ano em direcdo a Pacajus, Russas e Crato no Ceard e
Serrolandia em Pernambuco (SILVA, 1996). Esta atividade justifica a menor
diferenca genética entre abelhas de Floriano, distante 190 Km de Picos, e abelhas
do Caldeirdo do Piaui e dos municipios do Ceara.

Segundo informacgdes pessoais fornecidas por Antbnio Leopoldino Dantas
Filho, presidente da Federacdo das Entidades Apicolas do Estado do Piaui (FEAPI),
a pratica da apicultura migratéria em direcdo ao Ceara ocorre desde 1978. Em 1988
a descoberta de boa florada, por exemplo a do Cipé-Uva (Cissus rhombifolia), na
Serra do Araripe, desencadeou o0 deslocamento de colmeias para esta regiao,
pratica que se mantém até hoje. A partir de 2009, cerca de 90% dos apicultores
mudaram suas rotas em direcdo ao estado do Maranhao, porém, apesar disso, 60%

desses apicultores ainda levam suas colmeias para o Crato. E estimado que
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aproximadamente 50 mil colmeias/ano sejam deslocadas para a serra. Durante a
estadia das colmeias nessa regido é provavel que ocorra uma grande introgressao
do material genético de uma regido para outra.

O deslocamento artificial das colmeias da regido central do Piaui para o
Ceara pode ser o evento responsavel por ocultar maiores influéncia da bacia do
Gurgueia na preferéncia por um fluxo ao longo do percurso do rio, do sentido sul
para o norte.

Além disso, sabe-se que as abelhas africanizadas séo altamente invasoras
(ZAYED; WHITFIELD, 2008), tém habilidade para percorrer grandes distancias,
podendo migrar a uma velocidade de até 500 km por ano (SOARES, 2012), e que
anualmente podem enxamear mais de uma vez, constata-se que as distancias
geograficas entre as populacbes nado representam barreira geografica decisiva,
apesar de serem responsaveis por pequenas diferencas que se estabelecem entre as
populacdes, como mostrado nos testes de Mantel.

Considerando-se o0s eventos naturais do nordeste brasileiro, € comum
observar a migracédo de abelhas africanizadas como resultado de movimentos entre
regides ecoldgicas distintas. Este comportamento migratorio esta intimamente
relacionado ao ciclo de chuvas, onde é verificado que essas abelhas s6 nidificam
durante a estacdo chuvosa e emigram no periodo mais seco (FREITAS; SOUSA,;
BOMFIM, 2007).

A. mellifera percorrem grandes areas para se acasalarem, faixas superiores

as distancias que percorrem para forrageamento (BEEKMAN; RATNIEKS, 2000;
JENSEN et al.,, 2005). Rainhas e zangdes sdo capazes de sobrevoar longas
distancias para acasalarem, mostrando que a altitude n&o representa isolamento
completo entre as colbnias. Em estudo realizado em vales semi-isolados, na
Inglaterra, Jensen et al. (2005) constataram que A. mellifera pode voar por regides
com até 500 metros de altura, percorrendo vales e montanhas, para acasalarem.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA), (Tabela 7) identificou que a maior
parte da variacdo foi encontrada entre individuos, considerando a populagéo total
(91%) e que a menor variacdo foi verificada entre as regides (1%) e entre

populacdes (2%), sendo indicativo de pouca diferenca genética entre as populacoes.
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Tabela 7- Analise de variancia molecular (AMOVA) realizada entre as seis
populacdes de Apis mellifera.

Fontes de Grau de Somados Quadrado Componente Indices

L : - . % de
Variagdo  Liberdade Quadrados Meédio de variancia Fixach

ixacao
Entre 1 8.030 8.030 0.029 1% 0,010
regides
Entre 18.512 4.628 0.056 20 0,020
populacdes
Entre
individuos 26 277.439 2.890 0.173 6% 0,064
dentro das
populacdes
Entre 102 259.500 2.544 2.544 91% 0,092
individuos
100

Total 203 563.480 2.802

%

A baixa diferenciacdo entre as populacbes pode ser resultado do
comportamento de enxameacdo, que nas abelhas africanizadas do Brasil pode
ocorrer de 3 a 4 vezes no ano e pode ser motivada por mudancas ambientais, como
escassez de nutriente ou pela saida natural de uma rainha com parte da colmeia,
em busca de melhores condicBes para estabelecer a nova colénia (CORREIA —
OLIVEIRA, 2012).

Para determinar a representacdo estrutural das populacdes por meio do
programa STRUCTURE considerou-se K = 1, pois observa-se que a probabilidade a
posteriori, para esse valor € proximo a 100% guando comparado a outros valores de
K testados (Tabela 8).
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Tabela 8- Determinacédo do valor mais provavel de K, de acordo com as estimativas
de probabilidade a posteriori calculadas a partir de LnP(K).

Desvio Padrao

K Média LnP(K) Ln P(K) Probabilidades a posteriori
1 -3042.12 0,44 1,00

2 -3065.63 49,78 6,16 x 101!

3 -3119.08 111,54 3,77 x 103

4 -3079.30 47,02 7,13 x 10

5 -3114.46 93,36 3,83 x 102

6 -3086.92 36,81 3,50 x 10°%°

7 -3118.30 71,79 8,23 x 107

8 -3069.20 35,75 1,74 x 102

A migracao entre populacdes revelou-se muito alta e bidirecional. A inferéncia
bayesiana das taxas de migracgao utilizando o software MIGRATE mostrou que duas
populacées diferentes trocam uma média de 19,39 individuos/geracéo por processo
de migracdo. Os valores de numero efetivo de migrantes por geracao,
correspondente as comparacdes por pares, sdo apresentados na tabela 9 e figura 3.

O menor evento imigratério foi registrado em Corrente, que recebeu 15,52
individuos de Nova Olinda. Também se verificou baixas taxas de migracao entre
Corrente e Santana do Cariri (16,17), Corrente e Caldeirdo do Piaui (17,15).
Corrente envia maior numero de individuos para Cristino Castro (21,77). Estes
resultados corroboram com a ideia de que quanto maior a distancia geografica
menor o fluxo migratério e vice-versa.

Verificou-se, porém, que Caldeirdo do Piaui recebeu de Nova Olinda um dos
menores valores de migracéo (16,84) (Tabela 9), embora geograficamente estejam
proximas. No entanto, de acordo com Wright (1931), um migrante por geragédo (a
regra de Um Migrante por Geracdo - OMPG) seria suficiente, para garantir a
homogeneidade genética entre as populacdes.
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Tabela 9- Estimativa de maxima verossimilhanca para theta de cada populacao e
taxa média de migracao bidirecional escalonada (M) entre populactes
de Apis mellifera dos estados do Piaui e Ceara. Nova Olinda (NOL),
Santana do Cariri (SDC), Caldeirdo do Piaui (CDP), Floriano (FLO),
Cristino Castro (CCT) e Corrente (COR).

Populacdo Doadora

Populacdo Receptora

NOL SDC CDP FLO CCT COR
NOL 0,098 - 19,00 16,84 20,55 21,11 15,52
SDC 0,098 20,31 - 18,26 21,02 21,87 18,24
CDP 0,097 20,73 20,71 - 19,62 20,42 18,38
FLO 0,098 20,03 20,59 18,05 20,97 19,15
CCT 0,098 20,24 20,28 16,88 20,00 - 20,29
COR 0,098 18,25 16,17 17,15 19,45 21,77 -

Conforme observado na Figura 3 a menor taxa de imigrante ocorre em

Caldeirdo do Piaui (17,43) e a maior em Cristino Castro (21,22). Sobre a taxa de

emigracdo Corrente enviou menor niamero de individuos por populacao (18,55) e

Caldeirdo do Piaui foi quem mais enviou individuos (19,97). Entretanto, de forma

geral, as taxas observadas para cada localidade podem ser consideradas

homogéneas, ndo sendo observado um direcionamento que indique a dispersao da

espécie para uma regiao especifica.



Figure 3- Numero efetivo médio de migrantes em cada localidade amostrada.

25

N
N
—
N

o\
To)
o8 "8
P )
N Q'

18,55

20

—
™
o)
—

15

10

NuUmero Efetivo

(6]

R \8) O
q\o‘\a(\ o 006“
i

®mmigrantes ™ Emigrantes

38



39

5 CONCLUSOES

Os marcadores microssatélites selecionados para o estudo mostraram-se
eficientes e direcionaram o0s resultados da pesquisa sempre para as mesmas

respostas.

A analise permite inferir que n&do existe estruturacdo populacional. Cada
populacdo, bem como cada individuo é constituido pelo mesmo grupo genético, o
que significa que qualquer um dos individuos poderia pertencer a qualquer uma das

populacdes dos seis municipios amostrados.

Os resultados deste estudo também reforcam a ideia de fluxo génico sendo
responsavel pela baixa diferenciacdo genética entre os grupos, consequéncia do

comportamento migratorio bem forte em abelhas africanizadas.

As altas taxas de migracdo encontradas nos resultados deste estudo apoiam
a ideia de que apenas o fluxo génico atual, entre populacdes, € suficiente para

manter homogénea a distribuicdo da diversidade genética.

As distancias geogréaficas que separam 0S municipios amostrados nao
representam barreiras geograficas suficientes para impedir o deslocamento das
abelhas africanizadas de uma regido para outra, mesmo porque ndo se pode
desconsiderar a acdo antrOpica, que contribui fortemente no intercambio de

informacdes genéticas entre as populacdes.

Conclui-se ainda que as diferencas genéticas entre as populacbes

amostradas, aumentam conforme aumentam as distancias geograficas entre elas.

As informagGes moleculares néo evidenciaram presenca de fluxo migratorio
associado ao vale do rio Gurgueia, também néo foram observadas diferencas entre

populacdes que estdo sob influéncia deste rio com relagédo as demais.
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