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RESUMO

VANESSA, B. Caracterizagao genético-morfologica de populagdes de Melipona subnitida
(Apidae, Meliponini) no nordeste brasileiro. 2012. Dissertacdo - Faculdade de Medicina,

Departamento de Genética, Universidade de Sdo Paulo, Riberdo Preto.

A abelha Melipona subnitida, popularmente conhecida como jandaira, € uma espécie endémica
do nordeste brasileiro, que possui distribuicdo em uma ampla gama de ambientes bastante
diversificados pertencentes, principalmente ao bioma Caatinga. Estas abelhas apresentam
grande importancia para as populacdes locais por serem uma das espécies mais viaveis para
criacdo, uma vez que se adaptam melhor as condi¢des adversas do meio e sdo bastante
promissoras quando multiplicadas, apresentando grande potencialidade para produgao de mel
e polen, além de sua importancia ecoldgica como polinizador. No entanto, essas abelhas
encontram-se atualmente ameacgadas devido, em grande parte, a destruicdo de seu habitat e
de seus ninhos naturais para coleta do mel. Apesar de sua relevancia, estudos populacionais de
espécies de meliponineos ainda sdo muito escassos, assim como a urgéncia em se compreender
a estrutura e a dindmica de suas populacdes para o monitoramento e conservacao de espécies.
Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar a variabilidade de M. subnitida em
diferentes localidades do nordeste brasileiro através da morfometria geométrica das asas
anteriores e sequenciamento de um fragmento do gene mitocondrial COI. Foram coletadas
operarias de 95 col6nias de Areia Branca — RN, Barreirinhas — MA, Parnaiba — PI, Fortaleza — CE,
Jandaira — RN e Mossoré — RN. Para analise do padrao de venacdo da asa foram utilizadas
aproximadamente 10 operdrias por col6nia, sendo marcados 11 marcos anatomicos em cada
asa. Os resultados demonstraram estruturacdo dos grupos com separacdo estatisticamente
significativa (a<0,0001) exceto entre Areia Branca e Jandaira. O teste de valida¢do cruzada
identificou corretamente 88,89% dos individuos dentro de suas respectivas areas. As analises
moleculares identificaram 11 haplétipos e presenca de alto numero de hapldtipos exclusivos. A
diversidade nucleotidica () de 0,00543e uma diversidade haplotipica (Hd) de 0,79. Tanto as
distancias morfoldgicas, como os resultados moleculares indicam que a variabilidade entre as
populacdes amostradas esta relacionada tanto ao ambiente em que as amostras foram
coletadas como com a distancia geografica entre tais localidades, indicando a existéncia de
ecotipos localmente adaptados.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdao, Melipona subnitida, conservagdao, morfometria
geométrica, DNA mitocondrial.



ABSTRACT

VANESSA, B. Genetic-morphological variability of Melipona subnitida (Apidae, Meliponini) in
populatinos in northeastern Brazil. 2012. Dissertacdo - Faculdade de Medicina, Departamento

de Genética, Universidade de Sdo Paulo, Riberdo Preto.

The Melipona subnitida bee, popularly known as jandaira, is an endemic species to
northeastern Brazil, with a wide geographical distribution. These bees are extremely important
for local people, since they are adapted to the adverse environmental conditions, are very
promising when multiplied, and present good potential for honey and pollen production, allied
to their ecological importance as pollinators. However, these bees are currently largely
threatened due to the destruction of their habitat and their natural nests for honey
collection. Despite its relevance, population studies of stingless bee species are still very scarce,
as well as the urgency in understanding the structure and dynamics of their populations for
monitoring and species conservation. In this context, this study aimed to evaluate the
variability of M. subinitida in different localities in northeastern Brazil through geometric
morphometrics of the forewing and sequencing of COl mitochondrial gene fragment. We
collected workers from 95 colonies from Areia Branca — RN, Barreirinhas — MA, Parnaiba — PI,
Fortaleza — CE, Jandaira — RN and Mossoré — RN. To analyze the pattern of wing venation, we
used approximately 10 workers per colony, and 11 landmarks were plotted on each wing. The
results showed groups structures with separation statistically significant (<0,0001) except
between Areia Branca and Jandaira. The cross-validation test correctly identified 88,89% of
individuals within their respective areas. Molecular analysis identified 11 haplotypes and
presence of high number of exclusive haplotypes among the populations. The nucleotide
diversity (mt) of 0,00543 and haplotype diversity (Hd) of 0,79. Both morphological distances and
molecular results indicated that variability among the sampled populations is related both to
the environment in which samples were collected as to the geographical distance between
these locations, indicating the existence of locally adapted ecotypes.

Keywords: Stingless bees, Melipona subnitida, conservation, geometric morphometrics,
mitochondrial DNA.
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1. Introdugao

Abelhas sdo um dos mais importantes e especializados grupos de insetos polinizadores
(Danforth, Sipes et al., 2006) e realizam indispensavel servico nos ecossistemas terrestres
(Buchmann e Nabhan, 1996; Klein, Vaissiere et al., 2007), sendo responsaveis pela manutencao
de ecossistemas e também por aumentar a producdo de muitas plantacGes comerciais (Klein,
Vaissiere et al., 2007). Assim, quando polinizadores selvagens ndo se encontram em quantidade
suficiente para polinizar grandes campos de agricultura intensiva ou simplesmente n3o visitam
as monoculturas, o uso de abelhas domesticadas é uma solugao econdmica e conveniente para
os fazendeiros (Klein, Vaissiere et al., 2007).

De acordo com Aizen e Harder (2009), com o grande crescimento no consumo mundial
de alimentos houve um aumento da necessidade de polinizadores que estejam comercialmente
disponiveis para utilizacdo. Entretanto, ao mesmo tempo, vem ocorrendo uma grande redugdo
na diversidade desses polinizadores selvagens que frequentam os campos agricolas, incluindo
as abelhas nativas, devido a destruicdo dos habitats naturais pela expansdo das areas
destinadas as plantacGes (Kearns, Inouye et al., 1998; Biesmeijer, Roberts et al., 2006).

Comparando-se ainda, as taxas de crescimento do numero de col6nias de Apis mellifera
com a demanda de polinizadores em ecossistemas agricolas nos ultimos anos, uma grande
discrepancia pode ser observada, principalmente pelo fato de a maioria das colGnias ser
destinada a producdo de mel e ndo a polinizacdo (Aizen e Harder, 2009). A situacdo se agrava
ainda mais com o recente desaparecimento das abelhas nos Estados Unidos e Europa que tem
alarmado os produtores, ambientalistas e pesquisadores. O sumico repentino recebeu o nome
de Colony Collapse Disorder (Desordem do Colapso das Colbnias) e é caracterizado pelo
abandono inexplicavel das colmeias por parte das operarias, deixando para tras alimentos, cria
e até mesmo a rainha. Por conta da auséncia de vestigios, como abelhas mortas nas col6nias ou
em suas proximidades, as causas dessa enorme perda de enxames ainda permanecem
desconhecidas (Cox-Foster, Conlan et al., 2007). Desta forma, hoje em dia, apesar de muitas
plantacGes ainda contarem com os servicos de A. mellifera, a importancia das abelhas nativas

esta sendo cada véz mais reconhecida (Stout e Morales, 2009).
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Por garantir a reproducdo sexual de muitas plantacbes e da maioria das plantas
selvagens, o desaparecimento desses indispensdveis polinizadores pode levar a uma
subsequente perda de outras espécies, que direta ou indiretamente conta com eles (Biesmeijer,
Roberts et al., 2006), e seus impactos podem ainda se alastrar através das comunidades
humanas (Allen-Wardell, Bernhardt et al., 1998). No entanto, as consequéncias do declinio de
abelhas, assim como outros polinizadores, ainda sdo muito pouco documentadas nos
agroecossitemas e principalmente nas areas selvagens (Allen-Wardell, Bernhardt et al., 1998).

A diminuicdo de polinizadores vem sendo notada em muitas partes do mundo e estd
relacionada principalmente a expansdo das atividades humanas (Brown e Paxton, 2009). A
degradacdo e destruicdo de habitats parece ser o principal fator do declinio da biodiversidade
(Foley, Defries et al., 2005), ao passo que a fragmentacdo de ecossistemas, causa direta dessa
degradacdo, é responsavel por isolar espécies de seus recursos essenciais, como flores e locais
de nidificacdo (Kremen, Williams et al., 2002). Além disso, pode causar o isolamento genético
das populagdes, que reduz a variabilidade e limita o potencial adaptativo das mesmas (Zayed e
Packer, 2005). Drasticos impactos também podem ser observados pela introdugdo de espécies
exoticas que interagem de alguma forma com a populacao de abelhas local, como plantas que
ndo podem ser exploradas eficientemente como um recurso alimenticio, animais que
competem por recursos bidticos e abidticos ou outras abelhas pela transmissdo de patdgenos e
acasalamentos interespecificos (Stout e Morales, 2009).

O aquecimento global é outro fator preocupante (Parmesan, Ryrholm et al., 1999), a
medida que deverd provocar mudancas na distribuicdo espacial dos ecossistemas e também na
biodiversidade existente nos mesmos, ndo sé pelas mudancas na temperatura e condigdes
meteoroldgicas, mas também pela perda de areas costeiras com o aumento do nivel do mar
(Brown e Paxton, 2009). Além disso, a apifauna ainda vem sofrendo com uso inapropriado de
pesticidas e outros quimicos usados na agricultura convencional (Kearns, Inouye et al., 1998).
Outra preocupacao é a de que, por razdes genéticas, as abelhas em geral sdo mais susceptiveis
a extingdo que outros grupos por sua determinagdo do sexo envolver um unico loco, tornando
elas particularmente sensiveis aos efeitos de populacdes pequenas pela producdo de machos

dipldides estéreis (Zayed, 2009).
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Melipona llliger 1806 (Hymenoptera: Apidae) é um género de abelhas sem ferrdo que
ocorre exclusivamente em regides neotropicais (Michener, 2000). Devido ao seu grande
potencial de polinizacdo, essas abelhas sdao consideradas agentes vitais para a conservagdo da
fauna e flora sul americana (Fernandes-Salomao, Muro-Abad et al., 2002). Apesar dos negativos
efeitos causados pela reducdo da diversidade genética sobre a viabilidade das popula¢tes de
abelhas, hoje sabemos que é possivel a criagdo de abelhas sem ferrdo mesmo com numero
reduzido de col6nias. Populacdes geneticamente empobrecidas iniciadas com pequeno niumero
de colonias podem ter sucesso reprodutivo e serem mantidas por muitas geragdes em
condi¢cGes de manejo intenso e altas taxas de reproducdo, desde que essas col6nias estejam em
otimas condicGes fisioldgicas, ambientais e alimentares (Nogueira-Neto, 1997). Apesar de ser
possivel estabelecer uma populacdo a partir de um numero reduzido e esta possuir
consequéncias menos graves do que se suspeitava anteriormente para a meliponicultura —
criacdo racional de abelhas sem ferrdo, essa pratica pode requerer maiores gastos do que a
compra esporadica de novos ninhos para manter a variabilidade suficiente de alelos sexuais, ja
que as abelhas que sofreram gargalo populacional podem apresentar baixa produtividade,
sendo necessario o uso de varias praticas de intervencbes para manterem as colbnias vivas
(Alves, Imperatriz-Fonseca et al., 2010).

Um dos maiores problemas enfrentados hoje, em diversos estudos com abelhas
selvagens, é a falta de dados consistentes sobre a distribuicdo e abundancia de espécies (Brown
e Paxton, 2009), desconhecimento de grande parte de sua fauna (Eardley, Gikungu et al., 2009),
além do impedimento taxonémico (Silveira, Pinheiro-Machado et al., 2006). Infelizmente, o
estado atual da taxonomia desses polinizadores limita seriamente a capacidade de avaliar e
monitorar seu declinio e, consequentemente, o desenvolvimento de estratégias de
conservagdo e manejo sustentavel. Essa deficiéncia ocorre porque os taxonomistas de abelhas,
gue sdo poucos, se dedicam normalmente a trabalhos mais complexos do que a simples
identificagdo de espécies e as poucas chaves disponiveis para classificagdo sao de extrema
complexidade para pesquisadores nao sistematas (Silveira, Pinheiro-Machado et al., 2006).

A regido Neotropical, com uma fauna de abelhas extremamente rica (Moure, Urban et
al., 2007), enfrenta sérios problemas na conservacdo de suas espécies nativas. Estima-se que
apenas um terco de toda sua diversidade seja conhecido devido a existéncia de uma série de
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deficiéncias, como o fato de as informacdes sobre riqueza, diversidade, distribuicdo e impactos
de atividades humanas estarem espalhadas em teses e dissertacdes ndo publicadas, caréncia de
informacdes precisas sobre os nomes validos, sinbnimos, homénimos, nomina nuda, além da
existéncia de regides com coletas deficientes ou inexistentes (Freitas, Imperatriz-Fonseca et al.,
20009).

Apesar do numero de pesquisas com abelhas ter aumentado desde a década de 60, elas
se restringem principalmente as regides Sul e Sudeste, havendo grande defasagem de estudos
para a maioria dos biomas brasileiros (Zanella, 2000). Um dos ecossistemas mais negligenciados
¢é a Caatinga, e isso se deve provavelmente a falsos mitos criados sobre sua biodiversidade, de
que é formada por uma vegetacdao homogénea e pobre em espécies e endemismo, sendo assim
de baixa prioridade para conservacdo (Castelletti, Santos et al., 2003). No entanto, estudos
recentes mostraram que isto estd longe de ser verdade, demonstrando a importdncia da
Caatinga para a conservacdo da biodiversidade brasileira (Mma, 2002; Leal, Tabarelli et al.,
2003), uma vez que abriga um importante patrimonio bioldgico que presta servigcos essenciais a
espécie humana (Tabarelli e Silva, 2003).

O nome “Caatinga” é de origem Tupi-Guarani e significa “floresta branca”, referindo-se
ao aspecto da vegetacdo na estacdo seca, quando as folhas caem (Prado, 2003). E o Unico
bioma com distribuicdo totalmente restrita ao Brasil, sua cobertura vegetal ocupa uma area de
800.000 km? aproximadamente 10% de todo o territério brasileiro, ocorre quase que
exclusivamente na regido Nordeste, cobrindo a maior parte dos estados do Piaui, Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e a parte nordeste de Minas
Gerais, no vale do Jequitinhonha. E limitada a leste e a oeste pelas florestas Atlantica e
Amazo0nica, respectivamente, e ao sul pelo Cerrado (Leal, Da Silva et al., 2005), sendo a quarta
maior formagdo vegetacional do Brasil, apds Amazodnia, o Cerrado, e a Mata Atlantica (Machado
e Lopes, 2003).

Esse ecossistema possui caracteristicas especificas, o que o torna Unico no mundo. O
solo é silico argiloso, seco, raso quase sem himus, pedregoso, contendo regular teor de calcio e
potassio (Fernandes e Medeiros, 2009). Possui um clima semi-arido e arido, caracterizado por
baixa pluviosidade, distribuida irregularmente no espag¢o e no tempo, onde é comum a
ocorréncia de anos secos e secas severas (Andrade-Lima, 1981). Sua vegetacdo xerdfita é do
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tipo floresta decidual, formada essencialmente por arvores e arbustos espinhosos em

associacdo com plantas suculentas, cactos e bromélias (Kuhlmann, 1977), compreendendo um

dominio fitogeografico bem definido (a provincia das Caatingas) (Prado, 2003), que se

apresenta de modo bastante diversificado devido as varia¢des de altitude, qualidade do solo e

precipitacdes pluviométricas. Sdo reconhecidas seis unidades, cada uma com um ou varios

tipos, totalizando 12 tipologias diferentes (Andrade-Lima, 1981). O conceito de Caatingas de

Andrade-Lima ndo foi basicamente mudado até o presente, sendo adicionada apenas mais um

tipo de vegetacdo (Prado, 2003) (Tabela 1). Tais unidades e tipos ndo foram mapeados, em

funcdo de passarem de um para outro de modo gradual, mas muitos deles tiveram sua area de

ocorréncia descrita, com maior ou menor precisdo (Sampaio e Rodal, 2000).

Tabela 1. Principais unidades de vegetagado e tipos de comunidades das Caatingas modificada por Prado (2003)
a partir de Andrade-Lima (1981).

Unidade | Tipo de vegetacao Fisionomia e localidade
Tabebuia-Anadenanthera-Myracrodruon- Floresta de caatinga alta; Norte de
-1 . . . . . .
Cavanillesia-Schinopsis Minas Gerais e Centro-sul da Bahia
. , .. Floresta de caatinga média; maior parte
-2 Myracrodruon-Schinopsis-Caesalpinia g . P
do centro da provincia
Floresta de caatinga média; drea mais
-3 Caesalpinia-Spondias-Commiphora-Aspidosperma . &
seca que a anterior
Floresta de caatinga baixa; Centro-nore
-4 Mimosa-Syagrus-Spondias-Cereus . 8
da Bahia
. L. L . Floresta de caatinga baixa; solos
-5 Pilosocereus-Poeppigia-Dalbergia-Piptadenia .. § .
arenosos da série do Cipd
Caatinga arbdrea aberta; Sudoeste do
-6 Cnidoscolus-Commiphora-Caesalpinia Ceara e dreas secas médias com solos
soltos e acidos
- . Caatinga Arbustiva; areas mais secas do
v-7 Caesalpinia-Aspidosperma-Jatropha en .
vale do rio S3o Francisco
- . Caatinga arbustiva aberta; Cariris
V-8 Caesalpinia-Aspidosperma Velhos, Paraiba
. .. . Caatinga arbustiva aberta (seridd); Rio
V-9 Mimosa-Caesalpinia-Aristida ing ustiv , (seridd); Ri
Grande do Norte e Paraiba
. . Caatinga arbustiva aberta; Cabaceiras,
IV-10 | Aspidosperma-Pilosocereus , &
Paraiba
Caatinga arbustiva aberta; pequenas
V-11 Calliandra-Pilosocereus areas restritas e espalhadas com solos
ricos em cascalhos
Floresta de caatinga de galeria; vales
VI-12 Copernicia-Geoffroea-Licania dos rios do Ceara, Piaui e Rio Grande do
Norte
, , . Floresta de caatinga média; oeste do Rio
I1-13* | Auxemma-Mimosa-Luetzelburgia-Thiloa Ing ,I !
Grande do Norte e Ceard central

* novo tipo de vegetagdo proposto por Prado.
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A preservagdao da Caatinga é extremamente importante ao passo que apresenta
inimeras espécies endémicas, como é o caso de muitos meliponineos nativos do Nordeste
brasileiro (Martins, 2002). No entanto, sua relevancia ndo se limita a sua elevada
biodiversidade e inUmeros endemismos, é também um ecossistema considerado estratégico no
contexto das grandes mudancas globais a medida que sua conservacao é de grande valor para
manutencdo dos padrdes regionais e globais do clima, da disponibilidade de agua potavel e de
solos agricultaveis (Tabarelli e Silva, 2003), além disso como uma regido arida altamente
imprevisivel e cercada de biomas tropicais mésicos, a Caatinga é uma anomalia climatica e
funciona como um importante laboratdrio para estudos de uma fauna e flora que se adaptaram
a um regime de chuvas altamente variavel e estressante (Leal, Da Silva et al., 2005).

Apesar de toda a sua importancia, ainda é a regido brasileira menos protegida, com as
poucas unidades de conservagao cobrindo menos de 2% do seu territério (Leal, Tabarelli et al.,
2003) e é a regido natural brasileira mais alterada pelas atividades humanas (Mma, 2002).
Atualmente o bioma tem passado por um extenso processo de alteracdo e deterioracao
ambiental provocado pelo uso insustentavel dos seus recursos naturais, o que esta levando a
rapida perda de espécies (muitas vezes Unicas), a eliminacdo de processos ecoldgicos chaves e a
formacdo de extensos nucleos de desertificacdo em vdrios setores da regido (Leal, Tabarelli et
al., 2003). Fato ainda mais preocupante é que isso esta acontecendo antes mesmo de ser
adquirido um bom conhecimento da estrutura das comunidades locais e da diversidade
faunistica e floristica (Martins, 2002).

A abelha Melipona subnitida, popularmente conhecida como jandaira (Figura 1-C), é
uma espécie caracteristica dessa regidao (Zanella, 2000), sua ocorréncia se da nas regides de
baixas altitudes (Marinho, Freitas et al., 2002) dos Estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe (Camargo e Pedro, 2007). Segundo
o censo (2005) sobre a meliponicultura no Brasil, a abelha jandaira é uma das principais
espécies de abelhas sem ferrdo criadas na regido do Nordeste (Lopes, Silva et al., 2007),
possuindo alto valor comercial para a popula¢do local pela producdo de um mel de excelente
qualidade organoléptica (Bruening, 1990), muito apreciado pelas popula¢des nativas, pelo seu
sabor diferenciado (meio acido e de textura fina), além dos efeitos terapéuticos que |lhe sdo
atribuidos (Lopes, Silva et al., 2007). O saburd, que é o pdlen fermentado e estocado pelas
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abelhas, também é muito procurado devido ao seu valor energético (Marinho, Freitas et al.,
2002), além de ser fonte potencial de antioxidantes naturais (Silva, Camara et al., 2006). Outros
produtos que também sdo comercializados sdo a cera, vendida em forma de bolas nas feiras
para defumacdo e impermeabilizacdo (Cortopassi-Laurino e Imperatriz-Fonseca, 2001), e os
proprios ninhos que sdo vendidos nos troncos de arvores ou em caixas racionais, chamados de
cortico (Camara, Sousa et al., 2004).

A jandaira é uma abelha ddcil, de facil manejo e multiplicagdo (Menezes, 2006), sendo
também uma das espécies mais vidveis para fins lucrativos por se adaptar melhor as condicdes
adversas do meio e ser mais promissora quando multiplicada (Marinho, Freitas et al., 2002). No
entanto, sua principal importancia esta ligada a conservagdo ambiental e produgao de frutos
(Bruening, 1990). Por ser responsavel por aproximadamente 50% da polinizacdo da flora
silvestre da caatinga (Ferraz, Feijo et al., 2008), é peca chave na preservacdo da flora do semi-
arido, ja que algumas plantas s6 conseguem se reproduzir com a intervencao desse inseto, em
razao da co-evolucdo sofrida ao longo de milhGes de anos (Menezes, 2006).

Assim como outras abelhas da tribo Meliponini (Hymenoptera, Apidae), que também
sdo conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo, a M. subnitida é uma espécie eusocial
(Figura 1-D), isto é, vive em colbnias constituidas por uma rainha, que é responsdavel pela
postura de ovos e coesdo da colOnia pela liberacdo de feromonios; por dezenas de machos, cuja
funcdo é a fecundacdo da rainha e centenas de operarias, as quais desempenham fung¢des de
construcdo e manutencdo da col6nia, coleta e processamento do alimento, cuidados com a cria
e defesa (Nogueira-Neto, 1994). O mecanismo de determinacdo do sexo nestas abelhas é
haplodipléide, ou seja, ovos ndo fertilizados (hapldéides) ddo origem a zangdes e ovos
fertilizados (dipldides) a fémeas. Nessas abelhas, hd evidéncias de que existam fatores
genético-alimentares envolvidos no processo de determinacdo de castas (rainhas e operdrias)
(Kerr e Nielsen, 1966; Jarau, Veen et al., 2010), estas sdo morfologicamente diferenciadas e
participam de uma estrutura social caracterizada pela divisdo de trabalho e sobreposicao de
geracOes (Martins, Cortopassi-Laurino et al., 2004).

O ciclo de desenvolvimento da espécie é de seis dias para o ovo, 12 dias para a larva, 24
dias para a pupa, totalizando 42 dias, o dobro do ciclo de A. mellifera (Bruening, 1990), sendo a
média de vida da operaria e zangdo em torno de 90 dias, enquanto a rainha vive entre 4 a 5
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anos (Menezes, 2006). Nas primeiras horas do nascimento as operarias realizam a limpeza
corporal e da célula de cria; nos dias seguintes comeg¢am a trabalhar com cera e cerume, sendo
gue parte delas se desloca para a construcdo e aprovisionamento dos alvéolos, participando do
processo de postura; a partir do 14° dia cuidam da limpeza interna e apds o 25° realizam
servicos de guardas, receptoras de néctar, desidratadoras de néctar, controle de temperatura
da col6nia e finalmente saem ao campo para forragear, completando assim seu ciclo de vida
(Menezes, 2006). As rainhas virgens nascem em grande nimero e geralmente sdo mortas pelas
operdrias logo apds seu nascimento, no entanto, as vezes desenvolvem seu poder de atracado
dentro da col6nia e distendem seu abdome, sendo entdo cercadas por operarias com as quais
interagem e posteriormente realizam seu voo nupcial. Depois de ser fecundada, retorna a
colonia e desenvolve seu abdome, a rainha torna-se fisogdstrica e perde sua capacidade de
voar (www.ib.usp.br/jandaira). Assim, suas colGnias consistem em agregacbes perenes, ndo
abandonando seus ninhos nem mesmo nos periodos de maior escassez de recursos (Neves e
Viana, 2002). Recentemente, foram documentados casos de parasitismo social em M.
scutellaris, em que rainhas virgens deixaram sua col6nia de origem e se infiltraram e assumiram
ninhos orfdos localizados nas proximidades (Wenseleers, Alves et al., 2010). Ha especulagdes
de que tal fendbmeno ocorra em todas as espécies do género Melipona, no entanto nenhuma
evidéncia ainda foi encontrada em jandaira.

As células de cria sdo circulares e agrupadas formando os discos de favos que possuem
disposicdo horizontal (Figura 1-B). Como ndo existem células reais, tanto as operdrias, quanto
0s zangoes e as rainhas emergem de células semelhantes (Barreto e Teixeira, 2006), as quais
sdo construidas a partir de cerume, uma mistura de cera e resina vegetal e todo alimento que
sera consumido pela larva é colocado nela antes da postura do ovo (Camara, Sousa et al.,
2004). Depois da ovoposi¢ao da rainha, a célula é fechada pelas operdrias e ndo sao reutilizadas
apos o nascimento da abelha (Bruening, 1990). Os favos de cria sdo envoltos por uma camada
de cerume que auxilia na termorregulagao do ninho. O mel e o pdlen sdo guardados em potes
de formato ovdide dispostos em circulos concéntricos ao redor da cria, estando os potes de
polen mais proximo desta (Bruening, 1990). A entrada do ninho é construida em barro com
uma estrutura caracteristica formada por estrias que se alargam para fora e um orificio com
capacidade para passagem de apenas uma abelha carregada de mel e pdlen (Figura 1-A).
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Figura 1. Fotos de Melipon subnitida. ) Entrada caracteristia do ninho. B) Discos de favos de cria. C) Operaria. D)
Rainha fisogastrica cercada por operdrias.

Quanto ao habito de nidificagdo, M. subnitida constréi seus ninhos em troncos ocos de
arvores vivas, preferindo principalmente a espécie Imburana (Commiphora leptophloeos) e
depois a Catingueira (Caesalpinia pyramidalis) (Martins, Cortopassi-Laurino et al., 2004).
Andlise da composicdo do pdlen dessas abelhas também revelou preferéncia por algumas
plantas especificas o que sugerem um comportamento restrito de forrageamento mesmo em
uma ambiente com uma rica diversidade como o semi-arido nordestino (Silva, Camara et al.,
2006). Além disso, a dispersdao dos meliponineos é dificultada pelo fato da col6nia filha
depender de alimentos e materiais de construgdao da colénia mde até o seu estabelecimento
completo (Nogueira-Neto, 1954). Tais caracteristicas unidas ao fato de suas colonias ndo

abandonarem seus ninhos nem mesmo nos periodos de maior escassez de recursos (Neves e
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Viana, 2002) tornam essa espécie extremamente sensivel ao desmatamento e restringe ainda
mais sua dispersao.

No Brasil, outra preocupacdo é a acdo predatdria e extrativista dos “meleiros”, pessoas
gue exploram o comércio do mel de abelhas indigenas, preferindo colhé-lo de ninhos silvestres
ao invés de manter essas abelhas em cativeiro devido sua baixa produtividade (Cruz, Freitas et
al., 2004) e dessa maneira, destroem ndo sé os ninhos como também as arvores que os
abrigam. Por todos esses fatores, a espécie jandaira que antes era encontrada em toda a regido
Nordeste, apresenta-se hoje em risco de extincdo, ja que o extrativismo predatdrio e o
desmatamento tém diminuido consideravelmente o numero de col6nias silvestres em seu
habitat natural (Gongalves, 1973).

Com a rapida perda da biodiversidade de abelhas sendo uma preocupacdo global,
conhecer e entender a estrutura e a dindmica de populacdes, bem como o fluxo génico que
ocorre entre os grupos tem se tornado de grande urgéncia para o monitoramento e
conservagdo de espécies. Neste contexto, € muito importante o uso de novas metodologias que
nos permitam acessar tal variabilidade de outras maneiras que ndo seja a taxonomia tradicional
(Wilson, 2003). Assim, a aplicacdo de ferramentas moleculares no campo da conservagdo tem
proporcionado informacdes valiosissimas sobre os parametros fundamentais da populagao e
caracteristicas relevantes para o manejo da vida selvagem, podendo ser usadas na identificagdo
rapida de espécies, para resolver problemas e conflitos taxondmicos e para identificar
populacdes em declinio (Zayed, 2009).

Desde o final do século passado, o DNA mitocondrial (DNAmt) passou a ser uma
promissora alternativa e tem sido empregado nos mais variados tipos de estudos (Avise, Arnold
et al., 1987; Moritz, Dowling et al., 1987), se mostrando muito Util em trabalhos envolvendo
estrutura populacional, rela¢des filogenéticas, aspectos evolutivos e diversidade genética intra
e interespecificas de abelhas (Brito e Arias, 2005; Arias, Brito et al., 2006; Murray, Fitzpatrick et
al., 2007; Batalha-Filho, 2008; Francisco, Nunes-Silva et al., 2008; Francisco e Arias, 2009; Assis,
2010; Gongalves, 2010).

O enorme potencial dessa molécula em tais estudos se deve ao fato dela apresentar
caracteristicas extremamente peculiares e Unicas, tais como alta taxa de evolucdo em relagdo
ao genoma nuclear, ndo sofrer recombinagdo, ser circular e pequena, possuir uma estrutura
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genética simples com auséncia de sequéncias repetitivas, pseudogenes e introns, além de seu
conteudo génico se apresentar bastante conservado em animais (Moritz, Dowling et al., 1987).
Por possuir uma heranga materna e sem recombinagdo, suas mutagdes normalmente
representam a variedade genética (hapldtipos) observadas nas populagbes, que devido ao
acelerado ritmo de evolucdo do DNAmMt podem coexistir dentro de uma mesma espécie. Dessa
forma, os individuos retém a histéria matrilinea em suas sequéncia nucleotidicas, fazendo dessa
molécula um importante marcador para o uso cientifico (Avise, 2009).

O genoma mitocondrial possui de 16 a 20 quilobase (Kb) nos animais (Avise, Arnold et
al., 1987), em meliponineos o tamanho total foi estimado em 18.500 pares de bases (pb)
(Francisco, Silvestre et al., 2001). E composto por apenas 37 genes apresentando dois genes
para as subunidades riboss6micas (12S e 16S); 22 para os RNA transportadores (RNAt); trés
para as subunidades da enzima citocromo oxidase (COI, Il e Ill); um para o citocromo B; dois
para as subunidades da enzima ATPase (subunidades 6 e 8); e sete para as subunidades da
enzima NADH desidrogenase (Figura 2). Nos invertebrados esta molécula também possui uma
regido de “controle”, ndo codificadora, rica em adenina e timina, responsdavel pela origem de

replicagdo e transcricdo da molécula do DNAmt (Moritz, Dowling et al., 1987).
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Figura 2. Mapa do genoma mitocondrial de A. mellifera. A posi¢cao dos primers utilizados para amplificagdo do
gene Citocromo Oxidase | estdo representados pelas setas que indicam seu sentido de elongacao.

Entre as explicacdes para o DNAmt evoluir de forma mais rapida que o DNA nuclear
(DNAnN), podemos citar o fato de o interior da mitocondria ser um ambiente corrosivo rico em
compostos de oxigénio aliado a falta de um mecanismo de reparo bastante eficiente, além de
suas sequéncias acumularem mais substitui¢des nucleotidicas ja que nao codificam proteinas
diretamente envolvidas em sua replicacdo, transcricdo e tradugdo e por ndo possuir histonas
para a estocagem de seu material genético (Avise, 2009). No entanto, dentro da molécula ha
regides mais ou menos variaveis, o que nos possibilita a escolha da regido mais adequada para

o objetivo do nosso estudo (Arias, Brito et al., 2006).
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Os 13 genes mitocondriais codificadores de proteinas sdao as melhores escolhas para
trabalhos de filogenia por ndo possuir inser¢cbes/delecdes (indels) que prejudicam o
alinhamento de sequéncias e também ndo ha o risco de ocorrer uma mudanga em sua pauta de
leitura (Hebert, Ratnasingham et al., 2003a). Dentre os genes mitocondriais codificadores de
proteinas, o Citocromo Oxidase | (COl) possui a menor taxa de evolucdo, sendo muito
conservado em relacdo a evolucdo dos aminodcidos (Simon, Frati et al., 1994). Codifica a
subunidade | do citocromo C, uma proteina transmembrana que possui funcdo de receptor
terminal de elétrons da cadeia respiratdria, catalisando a reducdo do oxigénio em agua e o
bombeamento de prétons através das cristas das membranas. Tal proteina é composta por
varias subunidades de origem nuclear e apenas trés subunidades sintetizadas na prépria
mitocondria, conhecidas como subunidades |, Il e lll. A subunidade | Citocromo C oxidase (COl),
€ a subunidade catalitica da enzima e encontra-se predominantemente submersa na
membrana das cristas mitocondriais. Por ser um componete fundamental da cadeia respiratéria
é altamente conservado entre espécies que utilizam a fosforilacdo oxidativa em seu
metabolismo. No entanto, mostra variacdo suficiente para diferenciacdo entre as espécies a
nivel nucleotidico (Waugh, 2007), sendo considerado um dos genes relevantes para
identificacdo de espécies pelo chamado cédigo de barras de DNA (Hebert, Ratnasingham et al.,
2003a).

A proposta do sequenciamento de uma curta regido de aproximadamente 650 pares de
bases do inicio do gene COI proporcionou uma nova abordagem do uso da variabilidade de
haplétipos e tem mostrado alta divergéncia entre espécies relacionadas para a maioria dos
grupos de animais (Waugh, 2007). A aplicacdo do cddigo de barras de DNA ja provou ser uma
poderosa ferramenta para reduzir incertezas taxonomicas (Murray, Fitzpatrick et al., 2007)
existindo inclusive uma campanha global para sua utilizacdo em abelhas (www.bee-bol.org).

Outro método também importante na avaliacdo da biodiversidade de abelhas é o uso
Morfometria Geométrica, que se caracteriza por ser uma técnica rapida e de baixo custo na
identificacdo e avaliacdo da diversidade em popula¢cbes de abelhas sem ferrdo (Francoy e
Imperatriz-Fonseca, 2010). Surgiu na década de 90 (Bookstein, 1991) sendo muito util para
detectar pequenas variagcbes morfoldgicas, imperceptiveis pela morfometria tradicional
(Villemant, Simbolotti et al., 2007), pois além de permitir a analise e quantificacdo da variacao,
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também possibilita a visualizacdo mais clara das regides de mudancas na forma e reconstitui de
forma gréfica essas diferencas (Bookstein, 1991). Tal metodologia é baseada no uso de marcos
anatémicos homodlogos (Rohlf e Marcus, 1993), que através de coordenadas cartesianas
fornecem as posicdes relativas de cada ponto (medida de deformacdo relativa), e deste modo
permitem a reconstrucdo da forma estudada (Rohlf e Marcus, 1993; Moraes, 2003) e a
identificagdo das variagdes de forma nos diferentes exemplares em estudo (Rohlf, 1998).

A identificacdo dessa variacdo é realizada através do alinhamento ideal das imagens, em
gue a configuracdo dos marcos anatémicos de cada espécime é redimensionada para um
padrdo uniforme de tamanho, sobrepostas com bases em seus centrdides e rotacionadas de
modo que a somatdria das distancias entre os marcos anatdmicos homélogos seja a menor
possivel (Rohlf, 1999). Para cada marco é gerado um residuo de Procrustes, diferenca entre a
sua posicdo e a posicdo do marco anatomico homdlogo do consenso (Rodrigues e Santos,
2003), correspondentes apenas a variacdo de forma, independentes do tamanho das
estruturas, eliminando-se assim a influéncia ambiental que afeta o desenvolvimento dos
organismos (Figura 3). A matriz dos residuos de Procrustes é utilizada para realizagdo de

procedimentos estatisticos (Rohlf e Slice, 1990).

Configuracdo Original 1. Redimensionamento para 2.Sobreposicdo dos centrdides
- tamanho Unico. pamitrg

—— T
L — .

— g E—

Figura 3. Padronizacdo e alinhamento das asas de Drosophila sp a partir dos marcos anatdomicos
(Klingenberg, 2002).

Trabalhos realizados com tal ferramenta tém sido usados com sucesso na discriminacao

de espécies de abelhas através das variagdes dos padrdes de venacdo das asas anteriores para
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a identificacdo tanto de abelhas africanizadas e suas subespécies ancestrais (Francoy, Wittmann
et al., 2008), quanto em abelhas sem ferrdo para identificagdo de individuos de diferentes
populacdes de Nannotrigona testaceicornis (Mendes, Francoy et al., 2007), reconhecimento de
espécies cripticas de Bombus (Aytekin, Terzo et al., 2007), diferenciacdo de duas subespécies de
Melipona bicolor (Francoy et al., dados ndo publicados), auséncia de fluxo génico entre
populacdes de Plebeia remota de localidades diferentes (Francisco, Nunes-Silva et al., 2008),
além de abrir a possibilidade de rastreamento da origem geogréfica das abelhas (Francoy,
Grassi et al., 2011) e rotas de colonizacdo e expansdo de territdrios ocupados pelas espécies
(Bischoff, Schroder et al., 2009).

A existéncia de uma apifauna restrita a area de Caatinga, com grande potencial de
polinizagdo, produgcdo de mel e pdlen, e relevante papel no desenvolvimento do uso
sustentavel desse ecossistema (Martins, 2002), somado ao atual quadro de devastacdo dessa
vegetagdo, nos desperta a necessidade urgente de estudar e conhecer suas particularidades e
potencialidades, além de preservar as poucas areas remanescentes de sua cobertura original
(Zanella e Martins, 2003). Tendo como base a importancia de uma fauna e flora endémica
adaptada as condicOes xerdfitas da Caatinga, seu conhecimento, apesar de ainda incipiente,
sera extremamente importante para o manejo de ambientes em processo de desertificacao,
cada vez mais comuns nas paisagens do planeta (Zanella e Martins, 2003).

Estudos de conservacdao envolvendo abelhas nativas brasileiras ainda sdo bastante
recentes e se restringem a apenas alguns grupos. Hoje, poucos estudos populacionais tém sido
realizados para as espécies de Meliponini, principalmente aplicando uma combinac¢do de dados
de polimorfismo de DNAmt e analise morfométrica de asas (Francisco, Nunes-Silva et al., 2008;
Gongalves, 2010). Considerando a grande heterogeneidade ambiental encontrada na Caatinga
e a ocorréncia de M. subnitida nas diferentes tipologias encontradas nesse bioma, a
caracterizacdo da variabilidade genética entre os grupos nos esclarecera se as populagées
encontram-se isoladas e estao se diferenciando devido as pressdes seletivas diferentes do meio
ou se a espécie possui grande plasticidade fenotipica para sobreviver as condi¢des tdo

singulares.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Este trabalho teve por objetivo caracterizar e mapear a variabilidade populacional das
abelhas M. subnitida em algumas localidades dentro de sua drea de ocorréncia, com o intuito

de gerar dados que possam auxiliar na sua conservagdo, manejo e uso sustentavel.

2.2. Objetivo especifico

e Caracterizar, através do sequenciamento do gene mitocondrial CO/ e morfometria
geométrica das asas anteriores, as popula¢gdes de M. subnitida de maneira a estabelecer uma
base de dados voltada para sua identificagcdo e conservacgao;

e Verificar a possibilidade de rastreamento geografico das diferentes popula¢des da
espécie, bem como sua estrutura, a dindmica das populacdes e o fluxo génico entre elas;

e Determinar os hapldtipos mitocondriais e suas relacGes genéticas;

e Verificar se a grande diversidade de ambientes onde habita esta espécie é compativel
com sua variabilidade genética e morfoldgica ou se esta espécie é geneticamente homogénea;

e Inferir eventos histdricos e demograficos envolvidos na determinacdo do padrdo da
diversidade atual encontrado na espécie;

e Determinar dreas de maior variabilidade genética e morfoldgica e consequentemente,

prioritarias para conservacgdo dos recursos genéticos desta espécie
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3. Material e Métodos

3.1. Material bioldgico

Para este estudo foram coletadas amostras de M. subnitida de diferentes localidades
dentro da distribuicdo geografica desta espécie. Ao total foram coletadas abelhas de 95
colOnias, para analises morfométricas foram analisadas operarias de 90 colonias, sendo quatro
de Areia Branca — RN, seis de Barreirinhas — MA, nove de Parnaiba — PI, 10 de Fortaleza — CE, 52
de Jandaira — RN e nove de Mossoré — RN, para as andlises moleculares esses numeros
variaram um pouco, foram utilizadas 92 abelhas, sendo seis de Areia Branca, sete de
Barreirinhas, nove de Parnaiba, 10 de Fortaleza, 49 de Jandaira e 11 de Mossord (Figura 4).
Uma vez coletadas, as amostras foram identificadas quanto ao sexo para garantir apenas a

analise das fémeas e acondicionadas em frascos contendo alcool absoluto a -20°C.
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Disténcia entre localidades (km)
B AreiaBranca Barreirinhas  Parnaiba Fortaleza Jandaira
Areia Branca
Barreirinhas 678
Parnaiba 564 118
Fortaleza 208 487 370
Jandaira 120 797 684 324
Massore 36 665 553 210 136

Maranhao

Paraiba

Pernambuco .
Areia Branca — RN (6)

Alagoas Barreirinhas — MA (7)

Parnaiba — PI (9)
Fortaleza— CE (10)

O ®& o e e

Jandaira— RN (52)
@ Mossordo—RN (11)

Figura 4. Mapa geografico do nordeste brasileiro. A) Identificagdo das localidades amostradas, os nimeros entre
parénteses informam a quantidade de ninhos coletados. B) Tabela com a distdncia reta entre os pares de cidades
em quilémetros (km).
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3.2. Caracteristicas da drea amostrada

Segundo a classificacdo climatica de Koeppen (Koeppen, 1948) (Figura 5), baseada em
dados mensais pluviométricos e termomeétricos, sdo encontrados dois tipos distintos de clima
dentre as localidades amostradas; assim as cidades de Barreirinhas, Parnaiba e Fortaleza sdo
classificadas como Aw, ou seja, possuem clima tropical com estacdo seca. Esse tipo de clima,
também designado como clima de savana é caracterizado por apresentar apenas duas
estacOes, uma estacdo de seca durante o inverno, na qual a evapotranspiracdo potencial
largamente excede a precipitagao, levando em alguns casos, a situagdes extremas de seca; e
uma estacdo Umida, em que a precipitacdo é superior a evapotranspiracdo potencial,
permitindo a reposi¢cdo das reservas hidricas na biomassa, nos solos e nos aquiferos. Nessas
regioes, a maior concentracdo de chuvas ocorre no outono e a temperatura média do més mais
frio é acima de 18 °C.

Ja Areia Branca, Jandaira e Mossord possuem outro tipo de clima representado pela
sigla BSh e denominado como semi-arido quente. Esse tipo de clima é caracterizado por longos
periodos de seca e chuvas ocasionais concentradas em poucos meses do ano. A precipitagao
pluviométrica, que é em média 750 mm/ano, é bastante irregular no espaco e no tempo. As
altas temperaturas (cerca de 26° C) exercem forte efeito sobre a evapotranspiracio que, por
sua vez, determinam o déficit hidrico por ser maior que a precipitacdo anual. O regime de
chuvas rapidas e fortes, aliado a um substrato rico em rochas impedem a penetragdao de agua

no subsolo e formacao de aquiferos.
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Material e Métodos
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Figura 5. Mapa da classificagdo climatica de Képpen para o Brasil (www.guianet.com.br/brasil/mapaclima.htm).

3.3. Andlises morfométricas

Uma amostra de aproximadamente 10 operarias por col6nia foi analisada quanto ao

padrao de venagdo das asas anteriores. Para tal finalidade, a asa anterior direita de cada

individuo foi retirada com o auxilio de pincas, umedecida em alcool 70% e agua e

posteriormente montada entre lamina e laminula com ajuda de um pincel. Estas asas tiveram

sua imagem capturada por uma camera digital acoplada a um estereomicroscépio e foram

armazenadas em um computador. Posteriormente, foi criado um arquivo .tps com as imagens

das asas usando software tpsUtil versdo 1.40 (Rohlf, 2008a) e 11 marcos anatomicos foram

manualmente marcados nas jun¢des de nervuras das células de cada asa (Figura 6) utilizando o

software tpsDig versdo 2.12 (Rohlf, 2008b).
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Material e Métodos

O arquivo .tps serviu como banco de entrada para o software Morphol versdo 1.03
(Klingenberg, 2011), no qual foram realizadas as analises morfométricas. Todos os softwares
utilizados nesse trabalho s3ao de livre acesso e disponiveis na internet

(http://life.bio.sunysb.edu/morph/ e http://www.flywings.org.uk/Morpho)).

Figura 6. Asa anterior direita de M. subnitida com os 11 pontos anatdmicos marcados nas jungGes de nervuras
utilizados na andlise morfométrica.

No Morphol, as imagens sofreram o ajuste completo de Procrustes e os dados foram
projetados no espaco tangente pela projecdo ortogonal (Dryden e Mardia, 1998). Através de
um painel com a distribuicdo acumulativa da forma média da distancia de Procrustes de toda a
amostra, foi possivel verificar a qualidade dos dados e retirar individuos atipicos (que nao foi o
caso) das analises. A partir dos dados da forma, depois da sobreposicao de Procrustes, foi
gerada uma matriz de covariancia. Os dados obtidos foram usados como varidveis para analises
multivariadas, tais como Analise de Componente Principal (PCA), Analise de Varidveis Candnicas
(CVA) e Analise de Fungdo Discriminante (DFA).

A PCA foi usada apenas como uma analise exploratdria para caracterizar a variacao da
forma. E calculada sobre a variancia/co-variancia dos caracteres e n3o a partir da matriz bruta
dos dados, ndo sendo otimizada para encontrar diferenca entre os grupos. Por esse motivo nao
pode ser usada como uma analise classificatéria. Os valores de Componente Principal (PC)
foram computados como vetores de desvio das observacdes em relacdo a média das amostras
e multiplicado pelos vetores dos coeficientes de PC (eigenvectors). Os resultados foram

visualizados em trés tipos de graficos, PC shape change: grafico da mudanca de forma,
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Eigenvalue: porcentagem da variancia total para cada PC e PC scores: grafico de dispersao dos
valores de PC.

CVA foi utilizada para encontrar a estrutura caracteristica que melhor distingue os
grupos. Os grupos foram separados de acordo com as localidades amostradas e
simultaneamente utilizados para calcular os eixos que maximizam a separacdo das populagées
em relagao a uma estimativa compartilhada de variagao.

A DFA foi utilizada para obter a probabilidade de classificacdo correta usando apenas a
matriz de covariancia entre os pares de grupos nas analises. Essa analise realiza a validagdo
cruzada (Lachenbruch, 1967) para avaliar a confiabilidade da classificacdo de seus resultados. O
valor resultante desta andlise representa a probabilidade de que um individuo qualquer
retirado ao acaso da amostragem seja corretamente classificado dentro do seu respectivo
grupo.

As distancias quadradas de Mahalanobis entre os centros de distribuicdo dos grupos
foram calculadas e a partir delas foi construido um dendograma de proximidade morfoldgica
pelo método de Neighbor Joining através do software MEGA versdo 5.05 (Tamura, Peterson et
al., 2011). Para verificar a representatividade dos dendogramas em relacdo a matriz de
distancias e também para aumentar a confiabilidade das conclusdes frente a interpretacdo dos
mesmos, o indice de correlacdo cofenética foi calculado com o auxilio do programa TreeFit
(Kalinowski, 2009). Tal anadlise estabelece uma correlacdo entre a matriz de similaridade ou
dissimilaridade com o dendrograma e assim compara e estabelece uma correlacdo entre as
reais distancias obtidas entre os grupos com as distancias representadas graficamente, que
estdo sujeitas ao acumulo de erro.

A distancia geografica, em linha reta entre as populacdes em quildmetros, a partir das
coordenadas geograficas das cidades foi identificada utilizando a ferramenta Google Earth
versao 6.1.0.5001 (Google Inc., 2011). Para verificagdo de correlacdes significativas entre as
distancias morfoldgicas e distancias geograficas das localidades estudadas foi também realizado
um teste de Mantel, com o auxilio do software TFPGA (Miller, 1997).

Depois de finalizada as analises com as seis populacdes de M. subnitida amostradas,

analises adicionais foram feitas inserindo cinco espécies do género Melipona como grupo
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externo. Sao elas M. fasciculata, M. fuliginosa, M. rufiventris, M. scutelaris e M. seminigra
pernigra. Tais analises foram realizadas seguindo a metodologia descrita acima e seus dados
nos serviram de parametro para inferir conclusGes a respeito das distancias entre as

populagdes.

3.4. Andlise molecular

3.4.1. Extracdo do DNA

O DNA para as analises foi extraido pelo método Chelex (Walsh, Metzger et al., 1991), a
partir da perna de uma operaria por colOnia, preservada em alcool até o momento da extracdo.
A perna de cada individuo foi retirada com auxilio de pingas devidamente flambadas, colocadas
em tubos eppendorf individuais e levemente macerada em 400 ul de Chelex 10%. Em seguida, a
solugao foi incubada por 30 minutos a 56°C, depois aquecida por 5 min a 100°C e entao

centrifugada a 14.000 rpm por 3 min.

3.4.2. Rea¢do da Polimerase em Cadeia

O material genético foi submetido a PCR para amplificagdo do gene mitocondrial
Citocromo  Oxidase subunidade | (COl), utilizando os primers mtD6 (5'-
GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC - 3°) e mtD9 (5 - CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC - 37)
(Simon, Frati et al., 1994) que sdo considerados universais (“UBC Insect Mitochondrial DNA
Primers Kit”) por amplificarem fragmentos em uma ampla variedade de organismos.

A reacdo de PCR foi realizada com 2 pl do sobrenadante da extragdo com Chelex como
DNA molde; 2 ul de tampao de PCR 10X; 2 pl de dNTPs 2mM cada; 0,6 de MgCl, 50 mM; 0,4 ul
de cada primer (20 pmoles/ul); 4 pl de Betaina (5M); 0,2 pl de Tag DNA polimerase (5 U/ul); 8,4
pl de H20 nuclease free, totalizando um volume final de 20 pl. A amplificagdo do Iécus COI foi
feita em um termociclador PCR Mastercycler® pro 950 W — Eppendorf, de acordo com o

programa abaixo (Figura 7):
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1 ciclo 35ciclos 1 ciclo

94°C 94°C

5 min 1 min 64°C 64°C

3 min 10 min

42°C

1min

Figura 7. Ciclos de reagdo para gene mitocondrial amplificacdo dos COI.

Apds amplificacdo, foi verificada a existéncia do fragmento esperado a partir de 2 ul da
reacdo de PCR submetidos a eletroforese em Gel de Agarose 0,8% corado com GelRed
(Uniscience) e visualizado em transiluminador de luz UV. Entdo, o DNA amplificado restante foi
purificado com 0,5 pl de enzima ExoSap-IT®, e posteriormente submetidos ao sequenciamento

pela empresa Macrogen Inc.

3.4.3. Andlise dos dados

Apds o sequenciamento, as sequéncias foram visualizadas e editadas no software
Geneious Pro 5.4.6 (Drummond, Ashton et al., 2011) através da ferramenta “MUSCLE aligment”
com o numero maximo de interacfes sendo igual a 8. A partir desse software também foi
realizado a traducdo das sequéncias em aminodcidos para verificar a possivel presenca de
coddons de parada, assim como a pauta de leitura da proteina. O fragmento de DNA consenso
isolado foi comparado a sequéncia do genoma mitocondrial de COI da espécie Melipona bicolor
(ndmero de acesso NCBI GeneBank: NC_004529.1) utilizando o programa de alinhamento
BLAST 2 sequence (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi).

O software DnaSP v.5.10 (Librado e Rozas, 2009) foi utilizado para separar os haplétipos
em seus respectivos grupos e determinar o nimero de sitios polimérficos (S), nimero de
haplétipos (h), diversidade haplotipica (Hd), diversidade nucleotidica (t) e o nimero médio de
diferencas nucleotidicas (k). O software Arlequin versdo 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010) foi

empregado para estimar as diferencas entre as populacdes, baseado nas frequéncias
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haplotipicas, realizando o teste exato juntamente com o método da cadeia de Markov. A rede
de hapldtipos foi construida através do programa NETWORK v. 4.6 (Polzin, 2003), utilizando-se
o algoritmo Median Joining que identifica os haplétipos mais proximamente relacionados.
Também foi construido um cladograma baseado nas distancias genéticas pelo método de
Neighbor Joining com auxilio do programa MEGA versdo 5.05 (Tamura, Peterson et al., 2011), e
seu indice de correlagdo cofenética foi calculado com o auxilio do programa TreefFit (Kalinowski,
2009).

A sequéncia protéica foi comparada as sequéncias preditas no banco de dados NCBI,
onde pudemos escolher mais duas espécies proximamente relacionadas para servir de grupo
externo (M. quadrifasciata e M. mandacaia). Posteriormente, estas sequéncias foram alinhadas
contra a sequéncia de M. subnitida através do  programa  CLUSTALW
(http://www.genome.jp/tools/clustalw/).

A matriz de distancia-p (d) entre os haplétipos foi calculada usando o modelo de Kimura-
two-parameter (K2P) que é a melhor métrica para calcular distancias baixas (Nei e Kumar,
2000) e, entdo, utilizada para construgdao de um cladograma pelo método de Neighbor Joining
através do software MEGA versdao 5.05 (Tamura, Peterson et al.,, 2011), e seu indice de
correlacdo cofenética foi calculado com o auxilio do programa TreeFit (Kalinowski, 2009).

Foram feitas andlises de Variancia Molecular (AMOVA) (Excoffier, Smouse et al., 1992),
com o objetivo de estimar a variabilidade entre os grupos de M. subnitida. Esta analise realiza
estimativas de componentes de variancia dentro e entre grupos e fornece valores & que
refletem a correlagdo da diversidade haplotipica em diferentes niveis hierdrquicos (Excoffier,
Smouse et al., 1992). O ®st corresponde a covariancia entre individuos dentro de populagdes, o
®sc é a covariancia entre populacdes dentro de um grupo e @ct corresponde a covarancia
entre grupos. Essas analises foram realizadas com o auxilio do programa Arlequin 3.5 (Excoffier
e Lischer, 2010). Primeiramente analisamos todas as populacbes amostradas como
pertencentes a um Unico agrupamento populacional. Tendo em vista os resultados, andlises de
AMOVA adicionais foram realizadas, subdividindo as populacdes em grupos até encontrarmos o

agrupamento mais condizente com os dados.
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Testes de Neutralidade baseados nos polimorfismos das sequéncias foram realizados
como indicativos de expansdo e contracao populacional, ja que esses eventos demograficos sdo
indicados por mutagdes recentes (Fu, 1997). Tais testes foram realizados com o auxilio do
programa Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010). O teste D de Tajima baseia-se nas diferencas
entre o numero de sitios segregantes (S) ou no numero de diferencas nucleotidicas () entre os
pares de sequéncias, escolhidas aleatoriamente na amostra (Tajima, 1989). A quantidade de
variacdo acumulada pode ser medida pelo parametro 6, que em condi¢Ges de neutralidade
seriam aproximadamente as mesmas para S e 1 e distintas na presega de selegcdo natural.
Assim, a diferenca (D) entre as estimativas de 6 de S e mt serviram como teste para deteccdo de
desvio de neutralidade (D = 0, sob neutralidade, e D # 0, sob selecdo). Valores negativos e
significativos para o D sugerem selecdo purificadora, efeito carona ou expansdo populacional;
enquanto que os valores positivos sdo indicativos de selegao estabilizadora ou gargalo
populacional recente (Tajima, 1989).

O teste Fs de Fu compara o numero observado de alelos com o numero de alelos
esperados se a populacdo se mantivesse constante. Sendo o valor de Fs dado pela equagdo “Fs
=1In (S'/1-95")" (Fu, 1997), em que S’ é a probabilidade de ter um nimero de alelos menor ou
igual do que em uma amostra aleatdria e assumindo que todos os alelos s3ao seletivamente
neutros. Em uma amostra com numero alto de mutacdes recentes, o parametro 8 baseado no
valor de it tende a ser menor do que o baseado no nimero de alelos e assim, S’ pode ser um
bom indicativo sobre quantidade de mutacdes recentes na amostra se mostrando mais sensivel
do que o D de Tajima. Valores negativos e significativos para Fs sao indicativos de expansao
populacional. Uma vez que Fs tende a ser negativo quando ha um excesso de mutagdes
recentes, um valor negativo alto sera tomado como evidéncia contra a neutralidade das
mutacbes (Fu, 1997).

Também foram realizadas andlises de Mismatch distribution, que avalia o nUmero médio
de diferencas par a par entre as sequéncias de DNA das populacdes, investigando sua histéria
demografica. Este teste foi realizado com auxilio do programa Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer,
2010) e seu grafico visualizado por meio do programa DNAsp v.5.10 (Librado e Rozas, 2009). Tal

analise permite discriminar entre populacbes que sofreram expansao demografica, a qual é
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esperada que a distribuicao do nimero médio de diferengas par a par entre as sequéncias de
DNA seja unimodal, e populacdes permaneceram estaveis ao longo do tempo, na qual é
esperada uma distribuicdo bi ou multimodal (Rogers e Harpending, 1992). Nessa analise
também foi estimado o tempo desde a expansdo em unidades de tempo mutacional (1) e
tamanho populacional antes e depois da expansdo (60 e 01, respectivamente). A validade
desses parametros foi obtida com o teste SSD (Sum of Squared Differences) entre a Mismatch
distribution simulada e observada.

Para testar os modelos de isolamento por distancia, em que é esperada uma correlagao
positiva entre as distancias genéticas e distancias geograficas das populagcées (Telles e Diniz-
Filho, 2005) usamos uma matriz de distancia calculada pelo programa MEGA versdo 5.05
(Tamura, Peterson et al., 2011), de acordo com o modelo de substituicdo nucleotidica K2P.
Andlise estatistica, referente ao teste de Mantel, foi realizada com o software TFPGA (Miller,
1997) buscando correlagGes significativas entre as distancias genéticas e distancias geograficas

das localidades estudadas.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Morfometria geométrica

As amostras das asas de operadrias de M. subnitida foram identificadas segundo seu local
de coleta, totalizando seis grupos: Areia Branca — RN, Barreirinhas — MA, Parnaiba — PI,
Fortaleza — CE, Jandaira — RN e Mossoré — RN. A partir da configuracdo consensus dos 11
marcos anatémicos marcados nas nervuras das asas, foram obtidos os residuos de Procrustes
(Figura 8), no qual foi observado que a maioria dos pontos varia de forma isotrdpica, sendo
distribuidos circularmente em torno da média, enquanto os pontos 8, 9 e 11 variam de forma
mais alotropica que os demais. Os marcos anatdbmicos que mais variaram em ordem

decrescente foram 0s 9, 8, 4 e 3 (Tabela 2).

4
»: 10
» "
&2
- 9
¥ :

»°
¥

Figura 8. Residuos de Procrustes dos 11 marcos anatdomicos marcados nas jun¢des das nervuras das asas de
operdrias. Pontos pretos representam os residuos de Procrustes e pontos azuis representam a média.
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Tabela 2. Contribuigdo relativa de cada
marco anatémico

Marco anatdmico  Variagdo %
1,377
1,879
13,055
15,498
3,908
11,897
6,098
15,944

26,963
3,369
0,012
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As Analises de Componente Principal, a partir dos residuos de Procrustes das
coordenadas Cartesianas alinhadas dos 11 marcos anatomicos, geraram 18 medidas de
deformacdes relativas (k = 2n-4, sendo “k” o nimero total de deformacdes relativas e “n” igual
ao numero de marcos anatomicos). Dentre tais medidas, as 11 primeiras atingiram autovalor
igual ou superior a 1, explicando 92,23% da variabilidade de todo o conjunto de dados, sendo o
PC1 (33,59%) e PC2 (12,78%) os dois principais eixos de maior variacdo dentro da amostra

(Figura 9).

% Variancia

Componente Principal
Figura 9. Representacdo grafica da porcentagem da variancia das 18 medidas de deformacgdes relativas dos
Componentes Principais.
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No grafico de dispersdo, com os respectivos eixos que mais contribuiram para variacao
dos grupos na PCA (Figura 10), foi observado que nenhum dos grupos analisados apresentou
grandes diferencas quando analisamos o eixo horizontal (PC1), sendo a menor diferenca de
forma encontrada entre Barreirinhas e Parnaiba, ja que as proje¢cdes de ambas sdo semelhantes
em tal eixo, e a maior variacdo da forma entre essas duas localidades com Jandaira. Mossord
possui grande semelhanca tanto com Barreirinhas quanto com Parnaiba, enquanto a populagdo
de Areia Branca encontra-se completamente sobreposta a de Jandaira. J& no PC2, que
corresponde ao eixo vertical do grafico de dispersdo (Figura 10), é possivel observar que ha
diferencas entre Barreirinhas e Parnaiba, 3 medida que ambas estdo mais afastadas. Areia
Branca continua se sobrepondo a Jandaira, Mossoré esta completamente disposta dentro da

distribuicdo de Parnaiba, e a maior distancia pode ser verificada entre Barreirinhas e Fortaleza.
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Figura 10. Representacdo grafica da Andlise de Componente Principal das populagdes de abelhas das cidades de
Areia Branca — RN, Barreirinhas — MA, Parnaiba — PI, Fortaleza — CE, Jandaira — RN e Mossoré — RN, obtida a partir
das analises dos 11 pontos anatdomicos marcados nas jung¢des de nervuras das asas.
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De acordo com a Analise de Varidveis Canénicas, realizada a partir da matriz de
covariancia de todos os grupos, encontramos cinco eixos que maximizam a separagdo
significativa dessas populagdes, relativamente a uma estimativa compartilhada e pressupondo
gue a matriz de covaridancia € a mesma entre todos os grupos. Dentre os cinco eixos, os quatro
primeiros foram responsaveis por 99,37% de toda a variabilidade de todo o conjunto de dados.
Somente os dois primeiros eixos CV1 e CV2 ja explicam uma porcentagem bastante elevada,
contribuindo, respectivamente, com 57,09 e 21,62% de toda a variabilidade encontrada (Tabela

3).

Tabela 3. Variacao dos cinco eixos das Varidveis Candnicas.
Autovalores % Variancia % Acumulativa

1 1,89620768 57,092 57,092
2. 0,71823268 21,625 78,718
3. 0,42255046 12,722 91,44
4 0,26327909 7,927 99,367
5 0,0210223 0,633 100

A mudanga na forma que ocorre em CV1 é caracterizada por um sutil alongamento na
célula radial, uma acentuada modificagdo da forma da primeira célula medial pelo
deslocamento do marco anatomicos 9 em dire¢do ao 8 e encurtamento da parte distal da asa,
gue é evidenciado pela diminuicdo do comprimento da célula marginal e segunda cubital
(Figura 11). A maior modificacdo desse plano pode ser explicada pela variacdo dos marcos
anatémicos 7 e 9 no eixo y. Ja em CV2 (Figura 12) também ocorre a deformacdo da forma da
célula medial pela aproximag¢ao do marco anatdomico 3 em dire¢ao ao 4 e por uma pequena
modificacdo na posicdo do marco anatomico 9 em direcdo ao 8, ha um alongamento da parte
proximal da segunda célula cubital e um encurtamento da célula marginal caracterizando uma
leve diminuicdo da parte distal da asa. As variacbes dos marcos anatomicos 3 e 9 do eixo x sdo

evidentes nesta variavel canonica.
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Figura 11. Modificagdo da forma média em dire¢do a forma correspondente em CV1. A) Mudanga de forma com a deformacgdo de grade (Thin-plate
spline). Cada linha comega na forma consenso, representado pelo ponto, o comprimento e a dire¢do da reta indicam o movimento da forma inicial
para a correspondente modificagdo. B) Modificagdo da forma mostrada a partir do esboco da estrutura biolégica. Forma média em azul claro, forma
correspondente a variagdo no primeiro eixo de varidveis candnicas em azul escuro. Os marcos anatdmicos estdo representados pelos pontos
numerados.
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Figura 12. Modifica¢do da forma média em dire¢do a forma correspondente em CV2. A) Mudanca de forma com a deformacgdo de grade (Thin-plate
spline). Cada linha comega na forma consenso, representado pelo ponto, o comprimento e a dire¢do da reta indicam o movimento da forma inicial
para a correspondente modificagdo. B) Modificagdo da forma mostrada a partir do esbogo da estrutura biolégica. Forma média em azul claro, forma
correspondente a variacdo no segundo eixo de varidveis candnicas em azul escuro. Os marcos anatomicos estdo representados pelos pontos
numerados.



Observando-se a tabela das distancias quadradas de Mahalanobis e distancias de

Procrustes entre as populacdes (Tabela 4) podemos identificar que a maior proximidade

morfoldgica ocorre entre as populacdes de Areia Branca e Jandaira, enquanto a maior distancia

pode ser encontrada entre Barreirinhas e Fortaleza. Assim como Barreirinhas, Parnaiba possui

distancias elevadas em relagcdo a todas as outras localidades.

Tabela 4. Distancias quadradas de Mahalanobis (metade inferior da tabela) e distancias de Procrustes
(metade superior da tabela) entre as popula¢des estudadas obtidas através das Andlises de variaveis

Canonicas.

Areia Branca
Barreirinhas
Fortaleza
Jandaira
Mossoro
Parnaiba

Areia Branca

4,51
2,13
1,34
2,34
3,01

0,023

5,24
4,40
4,22
3,32

Barreirinhas Fortaleza

0,010
0,023

2,62
2,94
3,61

Jandaira

0,007
0,023
0,013

2,64
3,10

Mossoro

0,015
0,017
0,013
0,017

3,34

Parnaiba

0,017
0,014
0,015
0,018
0,011

A partir das distancias quadradas de Mahalanobis foi construido um dendograma de

proximidade morfoldgica entre os grupos estudados (Figura 13) no qual podemos perceber que

as populacdes de Barreirinhas e Parnaiba foram agrupadas em um ramo separado e mais

distante das outras. O indice de correlacdo cofenética desse dendograma foi de 0,98, o qual é

considerado altamente significante (Rohlf e Fisher, 1968) e nos fornece alta confiabilidade

sobre as inferéncias geradas.
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Figura 13. Dendograma de proximidade morfoldgica pelo método de Neighbor Joining entre as popula¢des de M.
subnitida. r = coeficiente de correlacdo cofenética.

Pelo fato dos estudos envolvendo morfometria geométrica em abelhas sem ferrao
serem relativamente recentes, com o primeiro trabalho tendo sido publicado em 2007
(Mendes, Francoy et al., 2007), existem poucos dados na literatura para a maioria das espécies.
Dessa forma, os dados obtidos para as seis populacdes de M. subnitida amostradas neste
trabalho foram comparados com outras cinco espécies do género Melipona, M. fasciculata, M.
fuliginosa, M. rufiventris, M. scutelaris e M. seminigra pernigra (tabela 5), de modo a se obter
um padrao de comparacoes. Foi observado que a distancia entre Barreirinhas e Fortaleza (5,30)
é da mesma ordem de magnitude que as distancias encontradas entre outras espécies
taxonomicamente bem estabelecidas, como é o caso entre M. rufiventris e M. seminigra

pernigra (5,66).
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Tabela 5. Distancias quadradas de Mahalanobis obtidas através das Analises de Varidveis Can6nicas comparando as populagGes de M. subnitida com
grupo externos. M.fasc = M. fasciculata, M.ful = M. fuliginosa, M.ruf =M. rufiventris, M.scut = M. scutelaris, M.sem = M. Seminigra.

Barreirinhas

Jandaira

Parnaiba

11,03 11,67 11,28 11,17 11,08

I, scut

€9



A distribuicdo caracteristica dos pontos que melhor distingue a separacdo dos grupos de
M. subnitida pode ser observada no grafico de dispersdo gerado a partir da CVA (Figura 14).
Embora tenha sido discreta a variagdo dos grupos encontrada pela PCA, ela nos informa que a
separagao encontrada entre as populacdes pela CVA ndo é artificial. A estruturacdo, ja revelada
pela distancia de Mahalanobis, também pode ser evidenciada aqui. Barreirinhas foi a
localidade mais distante de todas as populag¢des, possuindo sobreposicdo apenas com Parnaiba,
enquanto as demais populacdes possuem pelo menos uma parte de seu conjunto de pontos em
comum com todas as outras. Apesar de ser encontrada grande discriminacdo entre as
populacdes de Barreirinhas e Fortaleza, podemos observar a ocorréncia de um gradiente de

variacdo morfoldgica entre elas, que é formado pelas outras populagdes.

41
-~ . o---.-- . ~
2 . “
/ )
* - . ® - .0 L] - 3 .
/ L -
. LI . o." N / - \
o~ L ° . . f N .
. ! /
(18] . . o / > \
o . o%e @ . ¢ - ~,
— J ] <o
c 0 * o°f LI b L% e R N /
<«Q e "’ / . £ S *{
c . . . / | "/ & . o e
L]
8 . . - o . ,_./ . | ), $ ot .
— . . . T,
CD ™ \ . P . s . |
= \J * e I
:E 27 “‘}.__. o !""C - * - |
— - -
(1] \ « *_.* LL . .
> \ " o. I- F . a_."
L .
.
) . /
@ AreiaBranca- RN Qe o b /
| @ Barreirinhas—-MA \\ .
4 e WP
@ Parnaiba-PI
-
@ Fortaleza-CE
© Jandaira- RN
@ Mossoro-RN
-6 T T T T T 1
-8 -6 -4 -2 0 2 4

Varidvel Canbnica 1

Figura 14. Representacdo grafica da disposicdo relativa das populagdes de abelhas das cidades de Areia Branca —
RN, Barreirinhas — MA, Parnaiba — PI, Fortaleza — CE, Jandaira — RN e Mossoré — RN, obtida a partir das analises de
variaveis canonicas dos 11 pontos anatébmicos marcados nas jun¢des de nervuras das asas.
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O teste de Mantel confirmou que as distancias morfoldgicas estao correlacionadas com
as distancias geograficas entre as populagdes (r = 0,69), indicando haver uma distribuicdo
gradual desse carater no espaco geografico. Em distancias genéticas esse padrdao pode ser
gerado por isolamento por distancia (Telles e Diniz-Filho, 2005), sendo essa uma forte hipdtese
se levarmos em conta a baixa capacidade de dispersdo do grupo estudado. Tal evidéncia nos
levaria a supor uma distribuicdo relativamente continua de populacdes intermedidrias ao longo
da distribuicdo geografica. Outra explicacdo plausivel, e talvez mais provavel, seria a existéncia
de um fluxo génico facilitado pelo homem através do transporte de col6nias, com ocorréncia
mais provavel entre as regides mais proximas. Nessa mesma linha de raciocinio, a maior
diferenciacdo da populacdo de Barreirinhas poderia estar relacionada ao fato dessas abelhas
terem sido redescobertas em tal localidade ha poucos anos (Régo e Albuquerque, 2006), o que
pode ser um indicio de que essas populacdes ainda ndo tenham sofrido tanta intervencdo
humana.

No geral, a variacdo dentro do CVA se mostrou bastante discreta. No trabalho com
populacées de M. beecheii, Francoy e colaboradores (2011) puderam visualizar uma
discriminacdo bem definida entre as abelhas do México, Guatemala, El Salvador e Costa Rica,
identificando ecotipos localmente adaptado. Também foi possivel identificar com clareza a
auséncia de fluxo génico entre populacGes de Plebeia remota de localidades diferentes
mantidas em um mesmo meliponario por aproximadamente 10 anos, sendo confirmada por
outras técnicas (Francisco, Nunes-Silva et al., 2008). Entretanto, vale lembrar que, no caso de
M. beecheii, as distancias geograficas entre as populacdes amostradas por Francoy e
colaboradores (2011) eram muito superiores as distancias entre as populacdes do presente
trabalho e que no segundo caso, outros indicios morfoldgicos e comportamentais ja indicavam
certa auséncia de fluxo génico, sendo que uma das proposicdes finais do trabalho é a de que
tais populacGes de P. remota sejam, na verdade, unidades taxonO0micas diferentes (Francisco,
Nunes-Silva et al., 2008).

Quando comparamos os grupos de M. subnitida com as outras espécies do género
Melipona ja listadas acima (Figura 15) observamos que Barreirinhas e Parnaiba embora estejam

aparentemente muito préximas as outras populagdes, ocupam somente a parte superior do
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conjunto. No entanto todas as populacdes de M. subnitida ficaram agrupadas e bem distantes

das outras espécies, correspondendo a relacdo filogenética de Melipona relatada por Silveira e

colaboradores (2002) e Camargo e Pedro (2007). De acordo com estas visdes, M. subnitida e M.

fasciculata, que se encontram mais afastadas das demais, pertencem taxonomicamente ao

subgénero Melipona e Melikerria, respectivamente, enquanto as outras espécies que se

encontram mais proximamente relacionadas sdo pertencentes ao subgénero Michmelia.
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Figura 15. Representagdo gréafica da andlise de varidveis canOnicas comparando as popula¢des de M. subnitida de
Areia Branca — RN, Barreirinhas — MA, Parnaiba — PI, Fortaleza — CE, Jandaira — RN e Mossoré — RN com amostras
de M. fasciculata, M. fuliginosa, M. rufiventris, M. scutelaris e M. seminigra pernigra.
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A partir das distancias quadradas de Mahalanobis entre as populagGes de M. subnitida e
as outras espécies utilizadas como grupo externo, foi construido um dendograma de
proximidade morfolégica com um coeficiente de correlacdo cofenética igual 0,96. Confirmando
os resultados observados no grafico (Figura 16), todos os grupos de M. subnitida se encontram
em um ramo bem definido e separado das outras espécies de Melipona, que também foram
agrupadas de acordo com a figura 15 e com as classificacdes taxonOmicas encontradas na

literatura (Silveira, Melo et al., 2002; Camargo e Pedro, 2007).

Barreirinhas

Pamaiba

Mossoro

Areia Branca

Jandaira

Fortaleza

M scutelaris

M rufiventris

M seminigra pemigra

— M fuliginosa

M fasciculata

% r=0,96
Figura 16. Dendograma de proximidade morfoldgica pelo método de Neighbor Joining entre as populagdes de

Melipona subnitida (Areia Branca — RN, Barreirinhas — MA, Parnaiba — PI, Fortaleza — CE, Jandaira — RN e Mossoré —
RN) e as espécies utilizadas como grupo externo (M. fasciculata, M. fuliginosa, M. rufiventris, M. scutelaris e M.
seminigra pernigra). r = coeficiente de correlacdo cofenética.

Quando estas populacdes foram comparadas duas a duas, na Analise de Funcdes
Discriminantes, observamos que as distancias de Mahalanobis (Tabela 6) diferem sutilmente da
encontrada pela Analise de Varidreis Candnicas (Tabela 4), pois apenas as matrizes de
covariancia entre os pares sdo incluidas no processo. Independente disso, a menor distancia

continuou sendo a encontrada entre as populacdes de Areia Branca e Jandaira e a maior
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distancia entre Barreirinhas e Fortaleza. Todas as distancias entre as respectivas populacdes se
mostraram altamente significativas (a <0,001) na separacdo dos grupos, exceto entre Areia
Branca e Jandaira, sendo que isso provavelmente deve estar relacionado ao baixo numero
amostral da populacdo de Areia Branca (n = 4 coldnias, totalizando 19 individuos). Tais
resultados de ndo significancia estatistica sso comumente encontrados quando a amostragem
de determinado grupo é pequena em comparacdo com 0s outros grupos amostrados (Tiago

Mauricio Francoy, comunicagdo pessoal).

Tabela 6. Distancias quadradas de Mahalanobis (metade inferior da tabela) e significancias estatisticas
(metade superior da tabela) entre as populagdes estudadas obtidas através das Analises de Fungdo
Discriminante.

Areia Branca Barreirinhas ~ Parnaiba  Fortaleza  Jandaira  Mossord
Areia Branca <.0001 <.0001 <.0001 0,0608* <.0001
Barreirinhas 5,20 <.0001 <.0001 <.0001 <.0001
Parnaiba 3,11 3,97 <.0001 <.0001 <.0001
Fortaleza 2,41 6,33 4,14 <.0001 <.0001
Jandaira 1,34 4,37 3,12 2,62 <.0001
Mossord 2,57 4,98 3,57 3,41 2,649
*0s pares de populagdes nas quais a distancia entre os centrdides ndo foi estatisticamente significante
(a0 =0,05).

As fungdes discriminantes classificaram corretamente grande porcentagem dos
individuos dentro de seus respectivos grupos (Figura 17). Barreirinhas foi a populacdo mais
distinta, possuindo 100% de classificacdo correta quando confrontada a maioria das outras,
exceto quando a comparamos com Mossord e Parnaiba, em que um de seus individuos foi
classificado de forma errbnea em ambos os casos. Dentre essas duas analises, o teste de
validacdo cruzada apresentou os maiores erros de classificacido quando confrontando
Barreirinhas e Parnaiba, atingindo 97,26 e 96,34% de acerto, respectivamente. A comparacao
gue obteve menor éxito na classificacdo foi entre Areia Branca e Jandaira, apenas 64,70% dos
individuos de Areia Branca e 75,46% dos individuos de Jandaira foram classificados
corretamente dentro de seus grupos. Esses valores foram ainda mais baixos no teste de
validacdo cruzada, chegando a 47,06 e 74,02%, respectivamente. Em uma média geral dos
dados, essa analise foi capaz de acertar 93,96% dos individuos dentro dos seus respectivos

grupos, atingindo 88,89% de acerto dentro do teste de validagao cruzada.
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Figura 17. Discriminagdo par a par dos grupos estudados pela Analise de Fun¢do Discriminante e pela Validagdo
Cruzada dos dados.

Embora o software usado nesse trabalho (Morphol) se baseie em parametros diferentes
para os calculos de discriminacdao em relacdo a outros trabalhos encontrados na literatura, a
média encontrada no teste de validagao cruzada é bem alta e indica a boa discriminagao dos
grupos de acordo com o local amostrado. Mendes e colaboradores (2007) encontraram um
acerto de até 74% na discriminagdo de individuos de diferentes populagdes de Nannotrigona
testaceicornis dentro de seus respectivos grupos de origem e Francoy e colaboradores (2011)
atingiram 87,1% de acerto dentro dos grupos geograficos de M. beecheii.

Devido as caracteristicas de baixa dispersdo dessas espécies que se encontram em
ambientes bem fragmentados e isolados geograficamente, os acasalamentos dentro das
respectivas populacdes tendem a homogeneiza-las criando ecdtipos localmente separados. Por
ser sensivel a pequenas variagdes, essa estruturacao populacional pode ser identificada pelas

andlises de morfometria geométrica, tendo se mostrado extremamente eficiente na
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discriminacdo de grupos e subgrupos, como populacdes (Francoy, Grassi et al., 2011). Além
disso, a técnica de morfometria geométrica ja havia se revelado muito eficiente em casos de
identificacdo de subpopulacdes dentro de uma mesma localidade (Mendes, Francoy et al.,
2007), na confirmacdo de que duas populacdes antes identificadas como espécies distintas sdo
na verdade apenas variacOes geograficas (Gongalves, 2010) e no rastreamento geografico

(Francoy, Grassi et al., 2011).

4.2. Resultados moleculares

Foram analisadas 92 sequéncias de uma regido do gene COl, compreendida entre os
primers mtD6/mtD9 (Simon, Frati et al., 1994). Depois de editadas as sequéncias, obtivemos
fragmentos de 446 pb, nos quais 10 sitios varidveis foram detectados. A composicao
nucleotidica foide A =32,7%, C=13,1%, G = 8,8%, T = 45,4%, evidenciando uma grande riqueza
de bases A e T como esperado para o genoma mitocondrial de insetos (Crozier e Crozier, 1993;
Simon, Frati et al., 1994). O fragmento consenso isolado foi alinhado a sequéncia do genoma
mitocondrial de COl da espécie Melipona bicolor (numero de acesso NCBI GeneBank:
NC_004529.1), correspondendo a posicao nucleotidica de 283 a 728 pb (Figura 18). M. bicolor

foi usada posteriormente como grupo externo.
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M.bic 283 ATAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATATTATTATTATTAAGAAAT 342
AR RN RN RN RN
M.sub 1  ATAAATAATATTAGATTTTGATTATTACCACCATCATTAATTTTATTATTATTAAGAAAT 60
M.bic 343 ATATTTTTCCCAAATTCTGGAACAGGATGAACAGTTTATCCTCCATTATCAT-TATATTT 401
LELLREL PRt on o peeenner peeeennr ieeneennet 1ot
M.sub 61  TTATTTTTTCCAAATTCAGGTACTGGATGAACGGTTTATCCACCATTATCATCT=TATTT 119
M.bic 402 ATATCATTCATCTCCTTC-AGTTGATTTTACAATTTTTTCAATTCATATAACTGGAATTT 460
IRl e e e e Pt ieene e
M.sub 120 ATATCATTCATCCCCATCTA=TTGATTTTACTATTTTTTCTATTCATATAACAGGAATTT 178
M.bic 461 CATCAATTCTTGGATCATTAAATTTTATTGTAACAATTTTTATAATAAAAAATTTTTCAT 520
LRt e e e e e e e e e
M.sub 179 CATCAATTCTTGGATCTTTAAATTTTATTGTAACAATTTTTATAATAAAAAATTTTTCAT 238
M.bic 521 TAAATTATGATCAAATTAATTTATTTTCATGATCAATTTCTATTACTGTAATTTTATTAA 580
LEOLERL e e e e vt ieeen e i
M.sub 239 TAAATTATGATCAAATTAATTTATTTTCTTGATCAATTTCAATTACTGTAATTCTATTAA 298
M.bic 581 TTTTATCATTACCTGTATTAGCAGGAGCAATTACTATATTATTATTTGATCGAAATTTTA 640
LR e e e e PR e e el
M.sub 299 TTTTATCATTACCAGTATTAGCAGGAGCTATTACAATATTATTATTTGATCGAAATTTTA 358
M.bic 641 ATACATCATTTTTTGATCCAATAGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATCTATTTT 700
R T Rt e e P e e e
M.sub 359 ATACTTCATTCTTTGATCCTATAGGAGGTGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTT 418
M.bic 701 GATTTTTTGGACATCCTGAAGTTTATAT 728

LR et
M.sub 419 GATTTTTTGGACATCCAGAAGTTTATAT 446

Figura 18. Alinhamento entre sequéncia nucleotidicas de M. subnitida e M. bicolor (NCBI). As diferencas estdo
destacadas em cinza e pela auséncia de trago.

O numero de individuos, de sitios polimérficos (S) e de hapldtipos (h), bem como a
diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (m) e numero médio de diferencas nucleotidicas (K)
para cada populacdo estdo resumidos na tabela 7. Hd variou de 0,433 a 0,806 com uma média
interpopulacional de Hd = 0,79, enquanto seu m variou de 0,00098 a 0,00337 com valor
interpopulacional de m = 0,00543. No geral, o valor para a média interpopulacional de Hd foi
relativamente alto quando comparados a outros trabalhos que utilizam DNAmt como marcador
de variabilidade genética em meliponineos (Brito e Arias, 2005; Francisco e Arias, 2009; Assis,
2010; Gongalves, 2010), sendo encontrado um Hd maior (0,957) apenas no trabalho de Batalha-
Filho (2008) com subespécies M. quadrifasciata. I1sso € um indicio de que, apesar de toda
degradacdo que a Caatinga vem sofrendo recentemente, a variabilidade genética dessas
abelhas ainda encontra-se relativamente alta. O it interpopulacional foi bem préximo ao valor

encontrado por Batalha-Filho (2008) 0,00547 e que segundo o autor é baixo.
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Tabela 7. Diversidade genética das populagdes de M. subnitida para os
haplétipos do gene mitocondrial COl. (N) nimero de individuos; (S) nimero de
sitios polimarficos; (h) nimero de haplétipos; (Hd) diversidade haplotipica; ()
diversidade nucleotidica; (k) nUmero médio de diferencas.

N S h Hd: T K

Areia Branca 6 2 2 0,533 0,00239 1,067
Barreirinhas 7 1 2 0,571 0,00128 0,571
Fortaleza 10 2 3 0,511 0,00125 0,556
Jandaira 49 7 5 0,433 0,00337 1,502
Mossoro 11 1 2 0,436 0,00098 0,436
Parnaiba 9 3 4 0,806 0,00249 1,111
Total 92 10 11 0,790 0,00543 2,421

Levando em consideragao que a diversidade haplotipica esta relacionada com o
tamanho amostral, e temos um numero de individuos sequenciados variavel entre seis (Areia
Branca) e 49 (Jandaira), os valores da diversidade nucleotidica se tornam mais apropriados para
comparacado entre as populacdes. Assim sendo, Jandaira foi caracterizada pelo maior m, pois foi
a populacdo com hapldtipos que mais se divergiram entre si, enquanto os haplétipos de
Mossoré (menor m) foram os mais semelhantes. A diversidade nucleotidica pode ser
influenciada por erro amostral devido ao baixo niumero de ninhos coletados para maioria das
localidades, portanto nossos resultados s3ao apenas inferéncias que ainda precisam ser
confirmadas com a andlise de um maior numero de col6nias. A baixa variabilidade nucleotidica
encontrada em todas as populacdes pode ser explicada, tanto por um pequeno numero de
individuos fundadores dessas populacdes durante a expansdo da area de ocorréncia, como
também pela possivel ocorréncia de alteragdes ambientais em tempos remotos, com
consequente redugdao no tamanho populacional (gargalo populacional).

Ao todo foram identificados 11 diferentes haplétipos, correspondentes a 10 sitios
variaveis (Tabela 8). H4 foi o hapldtipo mais frequente entre as populagées, estando presente
em Mossord, Parnaiba, Fortaleza e Jandaira, seguido do H5 compartilhado entre Parnaiba,
Jandaira e Areia Branca. O H1 é comum somente entre Parnaiba e Mossord e o H7 entre
Barreirinhas e Parnaiba. Hapldtipos exclusivos foram encontrados nas populacGes de Jandaira
(H2, H3 e H6), Fortaleza (H8 e H10), Barreirinhas (H9) e Areia Branca (H11) (Tabela 9 e Figura
19).
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Tabela 8. Hapldtipos e seus respectivos sitios varidveis. Numeros
verticais correspondem a posicdo em pb dos sitios polimérficos dentro

do fragmento do gene COI.
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Tabela 9. Frequéncia de distribuicdo (%) dos hapldtipos nas popula¢des de M. subnitida amostradas.

Hapl6tipo Mossoré Barreirinhas Parnaiba Jandaira Fortaleza Areia Branca

(11) (7) 9) (49) (10) (6)

H1 0,73 0,22

H2 0,74

H3 0,48

H4 0,27 0,33 0,24 0,7

H5 0,11 0,18 0,67

H6 0,24

H7 0,43 0,33

H8 0,1

H9 0,57

H10 0,2

H11 0,33
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Figura 19. Representacdo esquematica da frequéncia de distribuigdo por localidade dos haplétipos nas populagdes
de M. subnitida amostradas.

As inter-relacdes haplotipicas estdo mais claramente representadas na rede de
hapldtipos (Figura 20) gerada a partir de todas as sequéncias encontradas para COI. Segundo as
consideragdes de alguns autores é esperado que hapldétipos ancestrais sejam melhores
distribuidos geograficamente em relagdo aos hapldtipos recentes, devido ao seu maior tempo
de dispersao. Ainda, os hapldtipos ancestrais devem ser encontrados no interior da rede,
rodeado por multifurcacbes que representam as varias mutacdes que ocorreram em tempos
diferentes e originaram os hapldétipos descendentes; estes, por sua vez, devem ser encontrados
nas extremidades (Templeton, Crandall et al., 1992). Assim, podemos supor que o H4, que é
comum a quatro das seis popula¢des estudadas, seja o provavel haplétipo ancestral a medida
gue todos os outros hapldotipos estdo relacionados a ele e estd a somente um passo mutacional

dos haplétipos H1, H5, H7, H8, H10 e H11 (Figura 20).
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Figura 20. Rede de hapldtipos para o gene COI da espécie M. subnitida. O tamanho das esferas representa o nimero de individuos e os pontos entre

as esferas representam os sitios polimérficos.
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O baixo m interpopulacional encontrado pode estar relacionado ao fato de que, embora
existam 11 hapldtipos, a grande maioria deles difere dos outros por um ou poucos passos
mutacionais, sendo que a maior divergéncia entre eles corresponde a sete passos mutacionais
entre os haplétipos H3 e H9 (Figura 20). Apesar da populacdo de Jandaira possuir a maior
diversidade nucleotidica intrapopulacional e o maior nimero de haplétipos, dentre eles o
provavel haplétipo ancestral (H4), ndo é possivel inferir com conviccdo que essa regido tenha
sido o centro de dispersdo da espécie. Esse fato também pode estar vinculado a importancia
econdmica da M. subnitida nessa regido, ja que o transporte deliberado de ninhos e discos de
cria uma atividade constante dentre os meliponiculturos (Silveira, Melo et al., 2002). A
meliponicultura vem sendo desenvolvida had bastante tempo em diversas regides do pais
(especialmente no Norte e Nordeste), havendo meliponicultores que possuem grande numero
de coldnias de uma Unica espécie, como é o caso da abelha M. subnitida principalmente no
Ceara e Rio Grande do Norte (Camara, Sousa et al., 2004).

De modo contrario, a presenca de um haplétipo em comum entre Parnaiba e
Barreirinhas (H7) e um hapldtipo exclusivo de Barreirinhas (H9) descendente do hapldtipo
compartilhado poderia estar relacionada a redescoberta recente dessas abelhas no municipio
de Barreirinhas (Régo e Albuquerque, 2006). Considerando a baixa diversidade haplotipica e
gue essa populacdo ainda ndo tenha sofrido forte intervengdo humana, uma hipdtese plausivel
seria a colonizacdo dessa drea por poucas col6nias, ou a ocorréncia de um efeito gargalo devido
a alteracdes ambientais. Assim o hapldtipo H7, predominante na populag¢do fundadora, teria
dado origem ao haplétipo H9.

A guantidade de individuos de Jandaira com o hapldtipo H2 se deve a uma amostragem
grande de coldnias dessa regido (n = 49). Tal hapldtipo, exclusivo de Jandaira, parece ter dado
origem aos outros dois haplétipos exclusivos dessa mesma localidade, H6 e H3. Esses trés
haplétipos foram evidentemente agrupados em um ramo separado e mais distante dos outros
no dendograma de proximidade genética, gerado com base nas sequéncias dos haplotipos
(Figura 21). O coeficiente de correlacdo cofenética do dendograma foi alto (r = 0,997), o que

permite alta confiabilidade sobre as inferéncias geradas (Rohlf e Fisher, 1968).
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Figura 21. Dendograma de proximidade genética pelo método de Neighbor Joining entre as populagdes de M.
subnitida e as espécies utilizadas como grupo externo. NUumero entre parénteses = numero de individuo; r =
coeficiente de correlagdo cofenética.

Apesar de Jandaira ter alguns hapldtipos exclusivos e mais distantes, ela também possui
outros dois haplétipos (H4 e H5) que se encontram agrupados com os demais. Além do mais, os
haplétipos mais distantes sdo divergentes em pelo menos trés passos mutacionais, o que é
considerado baixo em relacdo a outros trabalhos similares com abelhas sem ferrdo. Uma
divergéncia maxima de cinco passos mutacionais entre os haplétipos de duas espécies de
Frieseomelitta, antes identificada como F. varia e F. trichocerata, em conjunto com outros

resultados, foram capazes de identificar essas abelhas como sendo pertencentes a uma mesma
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espécie (F. varia) e a divergéncia encontrada entre elas correspondente a variagdes geograficas
(Goncgalves, 2010). A separacao de duas subspécies M. quadrifasciata (M. q. quadrifasciata e M.
q. anthidioides) foi demonstrada por pelo menos seis passos mutacionais (Batalha-Filho,
Waldschmidt et al., 2010) e o indicio da existéncia de espécies cripticas foi evidenciado por uma
separacgdo de 17 passos mutacionais entre os haplétipos de M. rufiventris de areas geograficas
muito préximas (Pires, 2010).

Apesar dos passos mutacionais, ndo houve modificacdo na sequéncia proteica gerada
para nenhum hapldtipo, uma vez que todas as mutagdes encontradas foram mutagdes neutras.
J4 quando comparamos a sequéncia de aminoacidos entre M. subnitida contra todas as outras
espécies usadas como grupo externo (M. mandacaia, M. quadrifasciata e M. bicolor), pudemos
observar variacGes na sequéncia proteica (Figura 22). Segundo Hebert e colaboradores (2003b),
essas diferencas nas sequéncias de aminoacidos sdo capazes de identificar organismos como

pertencentes a uma categoria taxondmica mais elevada.
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TSFFDPMGGGDP ILYQHLFWFFGHPEVY

Figura 22. Alinhamento par a par comparando sequéncias de aminodacidos de M. subnitida com M. mandacaia, M.

quadrifasciata e M. bicolor. Em destaque aminodcidos que diferem entre as sequéncias. Asterisco

mesma

identidade; dois pontos = substituicGes conservadas; um ponto = substituicdes semiconservativas; espaco =
substituicdes ndo conservadas.

A distancia-p (d) (p=nd/nt, onde nd é o niumero de diferencas nucleotidicas entre duas

sequéncias e nt é o numero de nucleotideos total examinados) foi calculada usando o modelo

de Kimura-dois-parametros (K2P) entre as sequéncias dos 11 hapldtipos de M. subnitida e as

sequéncias para o gene COI das espécies utilizadas como grupo externo (Tabela 10).
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Tabela 10. Percentual de divergéncia nucleotidica, baseada no modelo K2P (metade inferior da tabela) e nUmero de passos mutacionais (metade
superior da tabela), calculada entre os pares de hapldétipos e entre esses e as espécies utilizadas como grupo externo. Mq = M. quadrifasciata, Mm = M.
mandacaia, Mb = M. bicolor.

H1 H2 H3 H4 HS H& H7 HS H9 H10 Hil Mg M m Mb
H1 4 & 1 2 5 2 2 3 2 2 11 12 29
Hz2 0,91% 2 3 4 1 4 3 5 4 4 13 14 29
H3 1,36%  0,45% 5 B 3 B 5 7 B 4 13 12 29
H4 0,22% 0,68% 1,13% 1 4 1 1 2 1 1 12 13 30
HS 0,45% 0,91% 1,36% 0,22% 5 2 2 3 2 2 13 14 31
Hb 1,13% 0,22% 0,68% 091% 1,13% 5 4 6 3 5 12 13 30
H7 0,45% 0,91% 1,36% 0,22% 0,45% 1,13% 2 1 2 2 13 14 31
H3 0,45% 0,68% 1,13% 0,22% 045% 0,90% 0,45% 3 2 2 12 13 30
H9 0,68% 1,13% 1,59 045% 068% 1,36% 0,22% 0,68% 3 3 14 15 32
H10 0,45% 0,91% 1,36% 0,22% 045% 0,68% 045% 0,45% 0,68% 2 11 12 31
Hil 0,45% 0,91% 091% 0,22% 045% 1,13% 0,45% 045% 0,68% 0,45% 11 12 29
Mg 251%  2,98% 2,98% 2,74% 2,98% 2,74% 2,98% 2,74% 3,21% 251% 2,51% ) 30
Mim 2,74%  3,21% 2,74% 2,98% 3,21% 2,98% 3,21% 2,98% 3,45% 2.74% 2,74% 2,05% 27

Mb 6,80% 6,80% 6,80% 7,05% 7,29% 7,05 7,29 7.05%% 754% 7.29% 6,80% 7,05 6,32%




A divergéncia intraespecifica variou de 0,22% a 1,59%, sendo que as maiores diferencas
foram encontradas quando comparamos os hapldtipos exclusivos de Jandaira (H2, H3 e H6)
com os demais. Ja as divergéncias interespecificas foram sempre superiores a 2%, atingindo seu
valor maximo (7,54%) quando M. bicolor foi comparada com as outras espécies. Tais resultados
corroboram com os valores encontrados por Hebert e colaboradores (2003b), nos quais a
variagdo intraespecifica geralmente é menor que 1%, sendo que uma taxa modesta de apenas
2% pode significar uma historia de isolamento reprodutivo de pelo menos um milhdo de anos.

O limiar para o diagndstico de espécie é 3%, com excecdo de espécies proximamente
relacionadas devido a uma origem recente, sendo a média de divergéncia entre individuos do
mesmo género 6,8% (Hebert, Cywinska et al., 2003b). Assim os baixos valores interespecificos
variando entre 2,51 e 3,45% entre M. quadrifasciata, M. mandacaia e M. subnitida, indicam
uma separacdo recente entre essas espécies, sendo que essas fazem parte do mesmo
subgénero Melipona (Melipona). O valor de 2,05% encontrado na comparacdo entre M.
quadrifasciata e M. mandacaia, evidencia mais uma vez a estreita relacdo entre essas duas
espécies ja relatada por Silveira e colaboradores (2002) e confirmada por Batalha-Filho (2008).
J4 as maiores divergéncias encontradas quando comparamos M. bicolor podem ser justificadas
por uma maior distancia evolutiva ja que essa espécie é taxonomicamente identificada como
um subgénero diferente das demais, Melipona (Eomelipona) (Camargo e Pedro, 2007).

Valores similares foram encontrados para espécies de Frieseomelitta (Goncalves, 2010)
em que espécies de F. varia e F. doederleini, obtiveram valores entre 6,3 a 7,3%, enquanto as
divergéncias entre F. varia e F. trichocerata se mantiveram préximas de 2% sugerindo, junto a
um cladograma que mistura os haplétipos de ambas as espécies, que estas ndo devem ser
consideradas espécies distintas, mas sim uma variagdo geografica. Valores de
aproximadamente 3% sugeriram clara distincdo entre espécies cripticas de Bombus, B. lucorum,
B. cryptarum e B. Magnus (Bertsch, Schweer et al., 2005).

A partir dos valores de d foi construido um dendograma com um coeficiente de
correlacdo cofenética igual a 0,995 (Figura 23). Mais uma vez, foi possivel notar que os
haplétipos H2, H3 e H6, todos exclusivos de Jandaira, estdo agrupados em um ramo separado

dos outros hapldtipos com altos valores de d. Tanto a estruturacdo genealdgica da rede de
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hapldtipo caracteristica de expansdo populacional (Figura 20), como os dendogramas (Figura 21
e 23), evidenciam certo isolamento reprodutivo da regido de Jandaira. Podemos ainda notar
gue em ambos os dendogramas, o grupo externo enraizou os dois agrupamentos de M.

subnitida formados.

ggr— Hap 9
Hap 7
35 »
| Hap 4
21
—— Hap 5
21
— Hap 1
28
Hap 10
1
> — Hap 8
53 [ Hap 2
Hap 6
) I Hap 3
M mandacaia
50 M quadrifasciata
M bicolor

0.005 r=0,995

Figura 23. Dendograma de proximidade genética entre as populagdes de M. subnitida e as outras espécies de
Melipona utilizadas neste trabalho. As andlises foram realizadas segundo a metodologia de Neighbor Joining a
partir da distancia de K2P. r = coeficiente de correlacdo cofenética.

A fim de conhecer a estruturacdo genética, também foram calculados os valores de Fst
entre os pares de popula¢des (Tabela 11). Os dados mostraram estruturacdo genética
populacional em todos os casos, onde o nivel de diferenciacdo mais baixo encontrado entre
Parnaiba e Fortaleza (0,14325) e o mais alto entre Barreirinhas e Mossoré (0,78692), sendo que
todos os valores foram estatisticamente significantes (a < 0,05). Essa estruturacdo é resultante

da presenca de hapldtipos exclusivos, assim devido ao compartilhamento de dois hapldtipos da
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populagdao de Jandaira com outras populagdes, o maior distanciamento dessa regidao que foi
encontrada por outros testes nao se fez tao evidente nessa analise. Em um estudo com quatro
populagdes de P. remota por RFLP-DNAmt, também foi encontrada forte estruturagao genética
entre elas e valores de Fst parecidos com nossos resultados, variando entre 0,1659 a 0,7266
(Francisco e Arias, 2009). O claro isolamento entre as populacdes foi reforcado pela auséncia de
fluxo génico até mesmo quando ninhos de dois desses locais foram mantidos juntos num

mesmo meliponario (Francisco, Nunes-Silva et al., 2008).

Tabela 11. Valores de Fst calculados (metade inferior da tabela) e significancias estatisticas
(metade superior da tabela) entre os pares das populagGes de M. subnitida estudadas.

Areia Branca Barreirinhas  Fortaleza Jandaira Mossord Parnaiba

Areia Branca 0,0005 0,0005 <0,00001 <0,00001 0,0083

Barreirinhas 0,68829 <0,00001 <0,00001 <0,00001 0,003
Fortaleza 0,40727 0,69955 <0,00001 0,0004 0,0056
Jandaira 0,58802 0,69258 0,57355 <0,00001 <0,00001
Mossoré 0,60765 0,78692 0,51906  0,64488 0,0106

Parnaiba 0,28135 0,45039 0,14325 0,57732  0,29235

O alto indice de hapldtipos exclusivos e a estruturagdo encontrada (Fst) entre as
localidades estudadas evidenciam que todas as populacdes encontram-se em processo de
diferenciacdo, com pouco ou nenhum fluxo génico ocorrendo entre elas de forma natural. A
baixa taxa de fluxo génico pode ser um importante fator para a diferenciacdo de populagdes
geograficamente distintas (Hedrick, 1999). Nessas abelhas, o fluxo génico é limitado devido sua
baixa capacidade de dispersdo, que é restrita a pequenas distancias pelo fato da col6nia filha
depender de alimento e de operarias da col6nia mae até o seu estabelecimento completo
(Nogueira-Neto, 1954). Além disso, M. subnitida constréi seus ninhos em troncos ocos de
arvores vivas, tendo preferéncia pela espécie Commiphora leptophloeos (Martins, Cortopassi-
Laurino et al., 2004) o que restringe ainda mais seu deslocamento, devido, principalmente, a

fatores como o desmatamento e a intensificacdo da agricultura. Porém o tempo de isolamento
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entre essas populagdes, provavelmente, é relativamente baixo, visto que os haplétipos diferem
um do outro por poucos passos mutacionais.

Francisco e Arias (2009) relataram em seu trabalho com P. remota que o isolamento
encontrado entre as populagbes pode ter sido ocasionado também por deslocamentos e
fragmentacdo da vegetacdo, uma vez que a América do sul sofreu fortes modificacOes
climaticas durante o Pleistoceno. As flutuag¢des climaticas que ocorreram durante esse periodo
e seus efeitos na fauna e flora tém sido amplamente aceitos como principal agente impulsor de
respostas evolutivas (Haffer e Prance, 2002), inclusive em estudos moleculares, para explicar
eventos de expansdo e contracdo populacional no nordeste brasileiro em espécies associadas a
vegetacdo xerofita nos periodos mais secos (Franco, 2009) e a vegetagdo mesdfila nos periodos
de pluviosidade méaxima (Carnaval e Bates, 2007).

Os resultados referentes a analise de variancia molecular (AMOVA) estdo representados
na tabela 12. Quando analisamos todas as popula¢gdes amostradas como pertencentes a um
Unico agrupamento populacional (Tabela 12-A), podemos observar que o maior percentual da
diversidade haplotipica (61,9%) é encontrada entre tais populagdes. No entanto, uma alta
variacdo também é encontrada dentro das proprias populagdes (38,1%) com um valor de

covariancia entre seus individuos (®st) igual a 0,61898.

Tabela 12. Analise hierarquica de Varidncia Molecular (AMOVA) baseada nas sequéncias nucleotidicas de

COIl em M. subnitida.
. Fonte de A
Estruturacao . Variancia % do total P o
Variagao

Interpopulacional 0,93597 Va 61,9 - -
(A) Unico grupo

Intrapopulacional 0,57614 Vb 38,1 0,00000 ®st 0,61898

Intergrupos 0,77047 Va 45,04 0,00000 ®Oct 0,45042

(B) dois grupos Interpopulacional 0,36395 Vb 21,28 0,00000 ®sc 0,38714
. 0,18084+-

Intrapopulacional 0,57614 Vc 33,68 0,00978 ®st 0,66319

Numero de permutag¢des =1.023; a =0,05.

Testes de Neutralidade (Tabela 13) foram realizados para avaliar se os polimorfismos

observados nas sequéncias seguem o modelo de variacdo neutra. Tais testes seguem
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parametros distintos, ja que o teste D de Tajima baseia-se nas diferengas entre o numero de
sitios segregantes e de diferencas nucleotidicas, e o teste Fs de Fu é baseado na distribuicdo de
frequéncia dos hapldétipos em fungao de 8. Embora M. subnitida ndao tenha apresentado valores
significativos no teste D de Tajima (Tajima, 1993), o teste Fs de Fu (Fu, 1997) apresentou
resultado igual a -26,96879, estatisticamente significativo (a < 0,0001), o que pode ser um
indicativo de eventos demograficos de expansdo populacional. O grafico de Mismatch
Distribution (Figura 24-A) apresentou uma curva bimodal, o que pode ser um indicio de
fragmentacao populacional se levarmos em conta o resultado de Fs de Fu e a estrutura de sua

rede de hapldtipos que evidencia uma maior diferenciacdo da populacdo de Jandaira.

Tabela 13. Teste de neutralidade e Mismatch distribution, aplicados as sequéncias nucleotidicas de COI.
A) Todas as populagGes pertencentes a um Unico grupo. B) Grupo formado por todas as populagdes
exceto Jandaira. 81 = tamanho populacional antes da expansdo; 62 = tamanho populacional apds a
expansdo; T = tempo deste o evento de expansdo populacional em unidades de tempo evolutivo; SSD =
teste do desvio da soma dos quadrados (Sum of squared deviation).

Estruturagao Mismatch D de Tajima* Fs de Fu*

081 = 0.000
02 = 5,625
(A) Unico grupo T (IC95%) = 3,8 (1,09 - 6,52)
SSD = 0,03549
pSSD =0,1212

01 =0.000
02 =99999,000
(B) Sem Jandaira T (IC95%) = 1,56 (0,99 - 2,27)
SSD =0,01544013
p SSD = 0,06

*Namero de simulag¢des: 10.000

0,60382 -26,96879
p-value =0,77230  p-value = 0,00000

-0,46467 -28,18325
p-value =0,36790 p-value = 0,00000

Exp o —Exp

A3 2 B o4 @

---gr- Obs
02

20 30 10 20 30
Pairwize Dilterences Pairwise Differences

Figura 24. Representacdo grafica das diferencas par a par das sequéncias (Mismatch Distribution) do gene
mitocondrial COI. A) Grafico para uma Unica populagdo de M. subnitida. B) Grafico sem a popula¢do de Jandaira.
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Devido a esses dados e os resultados de uma AMOVA com alta estruturagdo entre os
grupos e com st significativo e separagao estimada de Jandaira pela arvore filogenética e pela
rede de hapldtipos, uma analise de AMOVA adicional foi realizada, subdividindo as populacdes
em dois grupos, com a populacdo de Jandaira separada das demais popula¢des (Tabela 12-B).
Como esperado, o Oct, que mede a diferenciagdao entre os grupos, foi significativo, o que
confirma que Jandaira forma um grupo isolado das demais populagdes com grande percentual
da divergéncia genética (45%) encontrada entre os dois grupos, e uma diversidade entre as
populacdes dentro de um grupo de apenas 21,3%.

Os resultados para o teste de neutralidade dessa estruturacdo se apresentaram
semelhantes a andlise anterior com todas as populagées, sendo o teste Fs de Fu (Fu, 1997) igual
a -28,18325 e estatisticamente significativo (a<0,0001), enquanto o teste D de Tajima (Tajima,
1993) ndo apresentou resultado significativo. Valores negativos de Fs de Fu indicam eventos
demograficos de expansdo populacional o que corrobora com resultado do Mismatch
Distribution apresentado pelo grafico com curva unimodal (Figura 24-B). A baixa diversidade
nucleotidica (Tabela 7), os valores negativos das estatisticas dos testes de neutralidade (Tabela
13-B) e a distribuicdo unimodal (Figura 24-B), evidenciaram a ocorréncia de gargalos
populacionais seguidos de expansdo demografica recente; resultados semelhantes foram
observados também por Batalha-Filho (2008).

Um estudo anterior, realizado em populagdes de M. subnitida de 14 localidades a partir
do sequenciamento da regido ITS1, também revelou alta divergéncia entre as populagGes
analisadas (Cruz, Jorge et al., 2006). No entanto, diferentemente dos nossos resultados, foi
proposto que essas populacdes deveriam estar isoladas e evoluindo individualmente a um
periodo relativamente longo a ponto de acumular uma diferenciagdo bem maior do que a
encontrada para outros grupos de organismos (Cruz, Jorge et al., 2006). Tais divergéncias entre
os resultados devem estar relacionadas ao fato do ITS1 ser uma regido ndo codificadora e,
portanto, esta sujeita a uma pressao seletiva diferenciada em relacao aos genes codificadores,
evoluindo mais rapidamente e acumulando maiores nimeros de mutacgdes.

Por M. subnitida possuir forte dependéncia com algumas plantas especificas que

ocorrem na Caatinga, as flutuacdes populacionais podem ter sido semelhantes a encontrada
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por Franco (2009) ao analisar a dispersdo de algumas espécies cactofilicas de Drosophila. Em
uma das espécies analisadas (D. Borborema) foi detectada uma histéria demografica
relativamente simples de expansao a partir de aproximadamente 70 mil anos atrds
possivelmente relacionada a estabilidade do clima na Caatinga durante esse periodo, que
continuou sendo predominantemente semi-arido mesmo durante os periodos quentes e
umidos (Franco, 2009). Tais resultados corroboraram com um estudo na regido das dunas
fosseis do Rio Sdo Francisco, que concluiu que a vegetacdo da Caatinga sempre esteve presente
nessa regido, embora menos abundante nos periodos de maior umidade do Holoceno (De
Oliveira, Barreto et al., 1999).

Claramente a Unica populagdo que esta a mais tempo isolada é a populagdo de Jandaira;
a data desta separacdo ndo foi estimada, uma vez que o gene utilizado neste trabalho ndo tem
sua taxa mutacional calibrada para estimativas de uso do relégio molecular em abelhas. Além
disso, estimativas gerais ou mesmo taxas determinadas para outros insetos poderiam gerar
inferéncias erroneas. No entanto, podemos perceber que o tempo percorrido desde a
separagao foi suficiente para acumular mutagdes nos hapldtipos exclusivos diferindo-os dos
outros em pelo menos trés passos, causando assim o distanciamento de Jandaira das demais.
Tal isolamento foi evidenciado pela rede de hapldtipos (Figura 20) e pelo teste de Mismatch
distribuition (Figura 24).

Nenhuma das estruturagdes apresentou correlagdo positiva entre as distancias
genéticas e geograficas entre suas populacdes, seja com todas as populagées (r = 0,23) ou sem
a populacdo de Jandaira (r = 0,33), o que pode estar relacionada a eventos antigos de expansdo
populacional e mudancgas climaticas com fragmentacdo da distribuicdo geografica. Outra
explicagao pode ser o transporte de colonias entre localidades, pratica muito comum entre os

meliponicultores.
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5. Consideragoes finais

Apesar da importancia de uma apifauna adaptada as condi¢des xerodfitas da Caatinga,
com grande potencial de polinizacdo, producdo de mel e podlen, e relevante papel no
desenvolvimento do uso sustentavel desse ecossistema, as abelhas M. subnitida que
encontravam-se amplamente distribuidas em sua regido atualmente estao ameacgadas. Estudos
populacionais com essas abelhas ainda sdo muito escassos, a0 mesmo tempo em que a
avaliagdo da estrutura e a dinamica populacional, tem se tornado de grande urgéncia para
auxiliar na definicdo de estratégias de conservacao e manejo, e assim proporcionar uma melhor
e maior utilizagdo, uma vez que ambientes em processo de desertificagdo sdo cada vez mais
comuns nas paisagens do nosso planeta (Zanella e Martins, 2003).

Em nosso estudo, ambas as analises foram sensiveis o suficiente para inferir uma clara
estruturacdo entre as populagGes. No entanto, nos resultados de morfometria a populacado
mais isolada foi a de Barreirinhas, possuindo semelhanca apenas com Parnaiba (regido mais
proxima geograficamente). Excetuando-se a populacdo de Barreirinhas, todas as outras
populacdes apresentaram similaridades entre si. O teste de Mantel demonstrou correlacdo
positiva entre as distancias morfoldgicas e geogrdficas, indicando haver uma distribuicdo
gradual desse carater no espaco geografico. Nas andlises moleculares a maior diferenciacdo
evidenciada foi da populacdo de Jandaira, que aparentemente esta isolada reprodutivamente
das outras ha um tempo maior. No geral, a divergéncia encontrada entre as populacdes é baixa,
se mantendo menores que 2%, que segundo Hebert e colaboradores (2003b) é menor que o
limiar para o diagnostico de espécie. Além disso, a populacdo de Jandaira (mais afastada)
também possui dois hapldtipos compartilhados com outras popula¢des. Todos esses dados nos
indicam que, embora haja uma diferenciacdo da populacdo de Jandaira, ndo ha duvida de que
seus individuos pertencam a M. subnitida. Como todas as populacdes estdo sofrendo
diferenciacdo e nado foi verificada correlagdo positiva entre a estruturacao genética e as
distancias geograficas, a hipdtese de fluxo génico ocorrendo de forma natural parece ser menos

provavel. Assim, a explicacdo que melhor apoia a unido dos dados moleculares e
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morfométricos, seria a existéncia de um fluxo génico facilitado pelo homem, através do
transporte de col6nias.

A presenga de um hapldtipo exclusivo, descendente do haplétipo compartilhado
somente entre Parnaiba e Barreirinhas coincide com dados morfométricos que mostram
maiores proximidades entre essas populacdes e grande distanciamento de Barreirinhas em
relagdo as demais. Tais resultados corroboram com a hipdtese de que as abelhas de
Barreirinhas ainda ndo sofreram tanta intervencdo humana devido sua recente redescoberta
(Régo e Albuquerque, 2006).

Embora visualmente ambas as analises tenham um padrdo bem parecido (Figura 25),
nenhuma correlagao positiva foi encontrada entre as distancias morfoldgicas e genéticas
(r =-0,03). As duas metodologias usadas se mostraram muito eficientes para captar a pequena
variagdo gerada pela caracteristica de baixa dispersao encontrada em M. subnitida, que habita
ambientes que atualmente estdo bem fragmentados e isolados geograficamente. Esse padrdo
de estruturagdo é gerado pelos acasalamentos dentro das respectivas populagdes que tendem
a homogeneiza-las, criando ecdtipos localmente separados, adaptados aos diferentes subtipos
de Caatinga existentes de acordo com a altitude, qualidade dos solos e precipitactes
pluviométricas. A diferenca gerada entre os resultados das duas técnicas se deve
provavelmente ao padrdo de heranca e dispersdao desses marcadores. O DNA mitocondrial
possui uma heranga exclusivamente materna e sem recombinagdo, enquanto o padrdao de
venacao das asas possui heranca biparental e sofre grande influéncia ambiental. Devido a maior
capacidade de dispersdo dos machos em relacdo as rainhas de abelhas sem ferrdo, a heranga
da forma da asa pode ser disseminada de modo mais rapido, o que leva a uma maior
homogeneizacdo dos padrdes de venagao de asa, como os resultados encontrados neste

trabalho.

82



a'.4e. 9
. "
- -
/" .
v,
R % .
ey | . k"
@ AreiaBranca— RN L' Vet ¥ oo s
E " s . .
@ Barreirinhas— MA \ o e
@ Parnaiba-PI HS. o '_
@® Fortaleza—CE B 5
O Jandaira- RN
@® Mossoré-RN 1
H1 HS5
e @ @
- iy
H10 H3
@ O

Figura 25. Identificagdo do mesmo padrao entre as técnicas. A) Mapa identificando as localidades amostradas. B)
Rede de hapldtipos. C) Grafico de dispersao das andlises morfométrica a partir do CVA rotacionado.

Este trabalho foi ainda o pioneiro no estudo de populagGes de M. subnitida utilizando
marcadores moleculares em conjunto com marcadores morfolégicos. Os resultados obtidos sdo
de grande importancia para a melhor compreensao da estrutura existente entre as populacdes.
Apesar das limitacdes geradas pelo baixo nimero amostral de algumas popula¢des, nossas
inferéncias indicam que M. subnitida é uma espécie jovem, com grande diversidade de
haplétipos, que, no entanto, variam somente por alguns poucos passos mutacionais. Além
disso, os dados indicam ainda que recentemente sofreu um evento de expansao demografica e
que atualmente, a influéncia humana pode estar afetando o fluxo génico natural destas
abelhas. A alta variabilidade genética e a estruturacao entre as populagdes encontradas no

presente estudo reforcam a importancia da preservacdao de cada uma destas populagdes.
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