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RESUMO
Meliponini é uma tribo de abelhas conhecidas popularmente como abelhas sem ferrdo que
possuem distribuicdo em areas tropicais e subtropicais do globo, sendo mais diversificada nas
regides neotropicais e Indo-Malaia. No Brasil, estdo descritos atualmente 29 géneros e 244
espécies. Até o presente momento, poucos foram os estudos filogeograficos realizados com
espécies da tribo. O género Partamona Schwarz, 1939 agrupa 33 espécies com ocorréncia
exclusiva na regido Neotropical. A espécie Partamona helleri apresenta ampla distribuicdo ao
longo de toda a Mata Atlantica e ainda em parte do Cerrado no estado de Minas Gerais, razdo
de sua escolha como organismo modelo. Este estudo teve por objetivo elucidar o padréo
filogeogréfico das populagdes da espécie ao longo de sua area de distribuicdo. Para tal, foram
coletadas amostras de 347 ninhos em 67 localidades situadas desde o norte da Bahia até Santa
Catarina. Foram analisados trés fragmentos génicos mitocondriais - COI, CytB e 12S - e as
andlises foram realizadas utilizando 339 sequéncias dos trés genes concatenados. A
reconstrugdo filogenética por Inferéncia Bayesiana (IB) apresentou vérias linhagens em uma
politomia pouco resolvida, o que comprometeu a verificacdo das relagdes filogenéticas entre
os haplétipos. A rede haplotipica ilustrou as relagdes entre os 73 haplotipos identificados,
sendo 64 deles exclusivos de localidade. A AMOVA mostrou que 91,7% da variacdo genética
é resultado de diferencas interpopulacionais, indicando alta estruturacdo entre as populacdes.
Foi verificada uma correlacdo baixa, porém significativa, entre distancias genéticas e
geogréficas (r = 0,2487; P < 0,0010). A andlise de estrutura populacional pelo método
bayesiano implementada no software BAPS mostrou que a probabilidade posterior mais
adequada para explicar a estruturacdo genética foi de cinco agrupamentos. Tal resultado foi,
em parte, concordante com as linhagens estabelecidas na topologia obtida por IB e com o0s
resultados observados na rede haplotipica. Os resultados mostraram que as populacdes ao

norte da distribuicdo sdo bastante diferenciadas entre si e também das demais populagdes
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observadas ao longo da parte central e sul. No entanto, ndo foi possivel acessar como a
variacdo genética dessas populacGes esta organizada, podendo haver a divisdo das mesmas em
dois ou mais filogrupos. Quanto as demais populagdes, a existéncia de trés possiveis
filogrupos foi verificada, dois na regido central e um terceiro ocupando as regides Central e
Sul. Os resultados obtidos para a histéria demogréfica dos filogrupos ndo foram conclusivos,
porém, é provavel que o filogrupo que ocupa as regifes central e sul esteja em processo de
expansao populacional. Foi ainda verificado que o nivel de variacdo observada por filogrupo
diminui no sentido norte/sul, 0 que permitiu que uma hipdtese sobre origem e dispersdo da

espécie fosse proposta.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo, filogeografia, marcadores mitocondriais, Mata

Atlantica.
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ABSTRACT
Meliponini is a tribe of bees popularly known as stingless bees that occurs in tropical and
subtropical areas of the world, being more diversified in Neotropical and Indo-Malaya
regions. Currently, 29 genus and 244 species are present in Brazil. Only a few
phylogeographic studies were realized with species of this tribe. The genus Partamona
Schwarz, 1939 clusters 33 species with exclusive occurrence in the Neotropical region. The
species Partamona helleri presents wide distribution throughout Atlantic forest and part of the
Cerrado from the State of Minas Gerais, reason of the choice of this species as our model
organism. This study aimed to elucidate the phylogeographic pattern of P. helleri populations
throughout its distribution area. For this purpose, samples of 347 nests from 67 localities
situated from Northern Bahia to Santa Catarina were collected. Three mitochondrial genes
fragments (COIl, CytB and 12S) were analysed, which resulted in 339 concatenated
sequences. The phylogenetic reconstruction by Bayesian Inference (IB) showed several
lineages in a little resolved polytomy, what hampered the definition of the phylogenetic
relationships among haplotypes. The haplotype network illustrated the relationship between
73 haplotypes identified, being 64 of them exclusive of localities. The AMOVA showed that
91.7% of the genetic variation is due to interpopulacional differences, indicating high
structuring among populations. A low significant correlation between genetic and geographic
distances was observed (r = 0,2487; P < 0,0010). The Bayesian population analysis
implemented by BAPS showed that five groups were more suited to explain that genetic
structuring. Such result was partly compliant with established lineages in the topology
obtained by IB and with the results observed in the haplotype network. The results showed
that the northern populations of P. helleri distribution are quite differentiated among
themselves and also from the others populations observed along the central and southern

regions. However, it was not possible to access how the genetic variation of the northern
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populations is organized, and there may be a division in two or more phylogroups. For other
populations, the existence of three possible phylogroups was verified, two in the central
region and a third occupying the central and southern regions. The results obtained for the
demographic history of these phylogroups were not conclusive, however, it is likely that the
phylogroup occupying the central and southern regions is in an expansion process. It was also
verified that the level of variation observed by phylogroup decreases towards north/south,

which allowed to raise a hypothesis about the origin and dispersion of this species.

Keywords: Atlantic Forest, molecular markers, phylogeography, stingless bees.



1.  INTRODUCAO

A filogeografia é definida como o estudo dos principios e processos que determinam a
distribuicdo geogréfica de linhagens genealdgicas (Avise et al. 1987). Essa area de
conhecimento lida com os arranjos espaciais de linhagens genéticas dentro e entre espécies
relacionadas proximamente e tem por objetivo evidenciar a historia evolutiva de uma
linhagem, relacionando-a com sua distribuicdo geografica (Avise 2009).

Esses estudos sdo realizados a partir de vérias populagdes que se distribuem ao longo de
uma paisagem e que podem ou ndo sofrer impedimentos fisicos ou comportamentais para sua
dispersdo, tanto no presente como no passado. Em espécies com baixa capacidade de
dispersdo, por exemplo, as populagdes podem permanecer parcialmente isoladas devido a
distancia geografica entre elas. J& barreiras fisicas podem bloquear parcial ou completamente
o fluxo génico entre populacBes por consideraveis periodos de tempo. Nesse Ultimo caso, 0s
padrées genealdgicos dependeriam do tempo de duracdo dessas barreiras, bem como da
historia demogréafica das populacdes disjuntas (Avise 2009).

Segundo Avise (2000), mediante a andlise de arvores de genes mitocondriais, 0S
diferentes padrBes filogeograficos podem ser classificados em cinco categorias (Figura 1).
Séo elas:

Categoria I. Refere-se a linhagens alopatricas com grande diferenciacdo genética entre elas,
ou seja, a presenca de diferentes grupos de haplétipos mitocondriais isolados geograficamente
e diferenciados por grande nimero de mutagdes. Longas barreiras geogréficas que impecam o
fluxo génico € a explicacdo mais provavel para esse padrdo. Em espécies com ampla
distribuicéo, baixa dispersdo e baixo fluxo génico, outra explicacdo para tal descontinuidade
seria a extin¢ao de haplotipos intermediarios.

Categoria I1. Normalmente, € observada em casos de grande diferenciacdo genética em que

as principais linhagens estdo co-distribuidas ao longo de uma ampla area geogréafica. Esse



padrdo pode ser observado em espécies com grande tamanho efetivo e altos niveis de fluxo
génico, onde diferentes linhagens podem ter sido mantidas ao acaso enquanto gendtipos
intermediérios foram perdidos. A selecdo balanceadora pode favorecer a continuidade dessas
linhagens de hapl6tipos. Esse padrdo também pode ser observado devido a presenca de zonas
de contato secundario entre populagdes ou espécies alopatricas que, devido ao
desaparecimento de barreiras ao fluxo génico, retomam a simpatria.
Categoria I11. Caracteriza-se pela presenca de linhagens proximamente relacionadas que
ocupam diferentes regides geograficas. Essas populagbes podem ter tido contato histérico
recente e atualmente possuem baixo nivel de fluxo génico. Dessa forma, as novas mutagdes
estariam limitadas aos grupos ao longo da distribuicdo da espécie.
Categoria IV. E um padrio esperado para populagbes que apresentam haplotipos
proximamente relacionados e sem nenhum isolamento geografico. Uma explicacdo para tal
padrdo seria a inexisténcia de barreiras a dispersdo e alto nivel de fluxo génico entre as
populagdes, o que limita o surgimento de grande divergéncia entre as linhagens.
Categoria V. Apresenta padrdo intermediario entre as categorias Ill e V. Envolve linhagens
amplamente distribuidas e outras exclusivas e restritas em determinadas regides geogréaficas.
A principal explicagdo para tal padréo € o fluxo génico contemporéneo baixo ou ausente em
populacbes historicamente relacionadas. Haplotipos mais comuns sdo, muitas vezes, 0sS
estados mais ancestrais, enquanto que aqueles mais raros séo os estados mais derivados.
Espécies que ocupam uma mesma regido geografica podem apresentar semelhantes
padrdes filogeograficos, o que leva ao surgimento de hipoteses sobre os eventos historicos
que podem ter influenciado na atual composicdo da biodiversidade (Avise 2000). Além disso,
comparacgOes entre estudos filogeograficos de diferentes espécies tém revelado muito sobre a

natureza demogréfica e historia da evolugéo intraespecifica (Avise 2009).
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Figura 1. Representacdo das cinco categorias propostas por Avise (2000) para explicar diferentes

padrdes filogeograficos. Figura extraida de Martins & Domingues 2011.

A filogeografia possui grande importancia para o desenvolvimento de estratégias de
conservacao, pois, mediante esses estudos, podem ser identificadas popula¢des geneticamente
diferenciadas que podem ser consideradas como unidades evolutivas (Avise 2000). Essas
novas linhagens podem estar muito ameagadas €, caso exista um padrédo geral de distribuicéo
geografica entre elas, é possivel ser feita a identificacdo de areas geneticamente isoladas, o
que pode orientar na formulacdo de estratégias e prioridades para a conservacdo (Moritz

2002).



1.1. O DNA mitocondrial como marcador molecular

O marcador molecular escolhido no inicio dos estudos filogeograficos com animais foi
o DNA mitocondrial (mtDNA), uma vez que este possui caracteristicas peculiares como a
heranga materna, ser hapldide, ndo sofrer recombinacgdo, possuir alta taxa de evolugédo e ainda
ser de facil extracdo (Avise et al. 1987). Esse marcador tem sido empregado na inferéncia de
padrdes filogeograficos em diferentes espécies (Avise 2000).

O mtDNA é uma pequena molécula circular que contém 16 Kb, aproximadamente. Em
células animais, ele é constituido de 37 genes, dos quais 22 sdo genes codificadores de RNAs
transportadores, 13 codificam proteinas, e dois para subunidades ribossémicas, além de
incluir uma regido de controle onde é iniciada a replicacdo. O mtDNA possui também uma
regido nédo codificadora chamada D-loop em vertebrados e equinodermas ou regido rica em
A+T em invertebrados. Essa regido parece exercer controle sobre a replicacéo e transcricdo do
mtDNA. Esse genoma ¢é altamente compacto, raramente apresentando sequéncias
espacadoras, sequéncias repetitivas, pseudogenes ou introns. Além disso, o conteldo génico e
a organizacao dos genes no genoma usualmente s&o bastante conservados.

Esse genoma apresenta heranga materna, com raras excec¢des, 0 que evita que mutacoes
acumuladas sejam confundidas por meio da recombinagdo, acumulando diferencas entre
matrilineas que podem ser usadas para inferir genealogias de genes (Avise et al. 1987).

O mtDNA animal apresenta taxa de evolugcdo mais alta do que a apresentada pelo
genoma nuclear (Brown et al. 1979), podendo essa taxa chegar a ser 10 vezes maior em
alguns genes (Brown et al. 1979; Vawter & Brown 1986). Na maioria das espécies animais, a
rapida evolucdo e refletida na grande variagdo de sequéncias nucleotidicas observada no
genoma mitocondrial (Avise 2009).

No entanto, o uso do marcador mitocondrial em estudos filogeograficos apresenta certas

limitagdes (Ballard & Whitlock 2004), apesar da validade de tal marcador ser influenciada



pela estrutura das populacdes a serem analisadas. No caso das abelhas da tribo Meliponini,
caracteristicas como a limitada capacidade de dispersdo (Aradjo et al. 2004), a filopatria das
fémeas (Wille & Orozco 1975) e ainda o fato das col6nias serem compostas principalmente
por fémeas fazem com que o DNA mitocondrial constitua um marcador adequado para um
estudo sobre a histdria evolutiva do grupo, uma vez que a historia das fémeas, mais
especificamente das rainhas, provavelmente determina 0 sucesso reprodutivo e a
sobrevivéncia das populacdes. Apesar do marcador mitocondrial ndo abranger toda a historia
demografica e evolutiva de uma espécie, ele tem se mostrado uma ferramenta Gtil no estudo
de populac6es proximamente relacionadas (Gilbert et al. 2008, Alberdi et al. 2015, Miranda

2016).

1.2. Padrdes filogeogréaficos na Mata Atlantica

A Mata Atlantica se distribui por todo o leste do territorio brasileiro, leste do Paraguai e
Misiones na Argentina, abrigando mais de 60% das espécies terrestres do planeta (Galindo-
Leal & Camara 2005). Originalmente, sua extens&o era de 1.360.000 km2 com distribuicdo em
17 estados brasileiros (MMA 2002). Ela abriga altos indices de biodiversidade e é um dos
biomas com maior grau de degradacdo do planeta, sendo reconhecido com um dos 25 hotspots
de biodiversidade (Myers et al. 2000). Ribeiro et al. (2009) estimaram que atualmente a Mata
Atlantica encontra-se reduzida entre 11,4% a 16% de sua extens&o original.

Estudos filogeogréaficos realizados com espécies da Mata Atlantica indicam
descontinuidades filogeograficas recorrentes para diferentes grupos, sendo a teoria de reflgios
florestais uma importante hipotese sobre diversificacdo utilizada para explicar tais
descontinuidades (Batalha-Filho & Miyaki 2011). No entanto, estudos sobre a diversificacdo
das especies nesse bioma ainda sdo escassos, ndo existindo uma concordancia sobre os

mecanismos gerais que originaram sua biodiversidade (Thomé et al. 2010).



A teoria de reflgios florestais foi proposta por Haffer (1969), Vanzolini & Williams
(1970) e Brown & Ab’Saber (1979). Segundo essa teoria, durante os periodos glaciais nos
quais predominavam clima seco e baixas temperaturas, os refigios eram areas de floresta
tropical onde temperatura e umidade eram mantidas (Whitmore & Prance 1987, Ab’Saber
1990). Durante esses periodos secos, havia expansdo das savanas e retracdo das florestas
Umidas que ficavam restritas a regiGes periféricas (Raven & Axelrod 1974, Silva & Bates
2002, Roig-Jufient et al. 2006); ja quando temperaturas mais elevadas predominavam, as
savanas se retraiam, enquanto as florestas tropicais se expandiam (Langenheim et al. 1973).
Espécies mais dependentes dos ambientes florestados teriam acompanhado a expansdo e
retracdo dos refugios durante o Pleistoceno (Haffer 1969, Vanzolini & Williams 1970, Brown
& Ab’Saber 1979) e essas drasticas mudancas de vegetacdo e clima ocorridas durante o
Pleistoceno teriam levado a diversificacdo da fauna local. A existéncia, tamanho e localizacéo
desses reflgios dependeriam da tolerancia ambiental e ecoldgica das espécies (Moritz et al.
2000).

De acordo com registros paleopalinoldgicos, o Gltimo maximo glacial na Mata Atlantica
ocorreu entre 18 e 48 mil anos A.P. (Behling & Pillar 2007). Durante esse periodo, houve
uma expansdo das areas abertas desde o sul até o sudeste brasileiro, entre as latitudes 28°/27°
Sa20°S (Behling & Lichte 1997, Behling 2002).

Carnaval & Moritz (2008) realizaram um estudo de modelagem paleoclimatica do
ultimo maximo glacial ocorrido na Mata Atlantica e os resultados apontaram a existéncia de
dois possiveis refugios pleistocénicos no bioma, um menor ao norte do rio Sdo Francisco
(refGgio Pernambuco) e outro maior, localizado no corredor central da Mata Atlantica ao
norte do Rio Doce (refugio Bahia). Esse mesmo estudo ainda apontou a possivel existéncia de

uma regido de floresta instavel no estado de S&o Paulo durante o final do Pleistoceno.



Cabanne et al. (2008), em um estudo filogeografico com a espécie de ave
Xiphorhynchus fuscus endémica da Mata Atlantica, encontraram resultados que apontaram
para a teoria dos reflgios florestais como possivel explicacdo de grande parte da divergéncia
observada na espécie. Em outro estudo realizado com a espécie de ave da Mata Atlantica,
Sclerurus scansor, foi observado um padrdo geografico da variagdo genética
intrapopulacional compativel com o proposto pela hipotese de refagios (d’Horta et al. 2011).
Carnaval et al. (2009) também encontraram resultados concordantes com tais refugios
florestais em trés espécies de sapos. Além disso, em uma das espécies estudadas, esses autores
encontraram resultados que apontam para a existéncia de um terceiro refugio localizado no
estado de S&o Paulo (refugio Sdo Paulo). Ademais, um estudo realizado com a abelha sem
ferrdo Schwarziana quadripunctata apontou a existéncia de estruturacdo das populagdes em
quatro filogrupos, podendo tal estruturacdo ser explicada pelas mudancas climaticas durante
as glaciacbes ocorridas no Pleistoceno (Luz 2011). Ao que os dados indicam, a histéria
evolutiva da Mata Atlantica foi fortemente influenciada por esses maximos glaciais ocorridos
no Pleistoceno (Batalha-Filho & Miyaki, 2014).

A hipétese de diversificacdo por neo-tectonismo de placas também é utilizada para
explicar descontinuidades filogeograficas observadas na Mata Atlantica (Batalha-Filho e
Miyaki 2011). Segundo essa hipdtese, uma falha denominada de Lineamento de Guapiara,
localizada na regido do Vale do Ribeira do Iguape (Saadi et al. 2002), teve sua atividade
tectbnica continua durante todo o Quaternario, levando a deformacdes de terraco na regido do
vale (Saadi et al. 2002, Melo et al. 1989). Segundo Pereira & Almeida (1996), essas falhas
geoldgicas podem ter causado alteracGes na biota florestal, originando barreiras geograficas
que desencadearam eventos vicariantes sobre as espécies.

Utilizando a espécie de abelha sem ferrdo Melipona quadrifasciata, Batalha-Filho et al.

(2010) recorreram a hipdtese de diversificagdo por neo-tectonismo para explicar uma



descontinuidade filogeografica localizada proximo ao Vale do Ribeira do Iguape, no sul do
estado de S&o Paulo, separando as populagdes nos clados Sul e Norte. Thomé et al. (2010)
também utilizaram tal hipGtese para explicar os resultados encontrados em estudo realizado
com um grupo de sapos da espécie Rhinella crucifer, endémico da Mata Atlantica.

A distribuicdo das espécies na Mata Atlantica ainda pode ser delimitada pela presenca
de bacias hidrograficas ou cadeias de montanhas; no entanto, poucos estudos tém mostrado
tais eventos como causadores da diversificacdo neste bioma (Thomé et al. 2010). Um estudo
com lagartos da espécie Gymnodactylus darwinii apontou o padrdo geral de estrutura genética
dos principais clados como sendo concordante com a presencga do rio Doce e outros rios da
Mata Atlantica, que atuaram como barreiras primarias ao fluxo génico (Pellegrino et al.
2005).

Resende et al. (2010) observaram um padrao filogeografico para a espécie de formiga
Dinoponera lucida que parece ter sido moldado em diferentes tempos geoldgicos e por
diferentes eventos climaticos e geoldgicos. Nesse estudo, os autores observaram dois eventos
geoldgicos associados aos rios Doce e Mucuri, ocorridos no Plioceno médio e no inicio do
Pleistoceno, respectivamente, e ainda um terceiro evento de alteracdes climaticas ocorridas ao
final do Pleitoceno que levou a uma drastica reducdo do tamanho efetivo populacional da
espécie.

H& ainda um estudo que revelou estabilidade demografica durante o Gltimo maximo
glacial em populacdes de Mata Atléantica da ave Basileuterus leucoblepharus, pois, por ser
mais generalista, a espécie teria conseguido atravessar possiveis barreiras, mantendo o fluxo
génico entre as subpopulacdes (Batalha-Filho et al. 2012). O estudo realizado por Cabanne et
al. (2013) com a espécie de ave Schiffornis virescens tambeém apontou estabilidade

demogréafica durante o Gltimo maximo glacial. Esse padrdo de baixa estrutura genética é



esperado para as espécies com alto fluxo génico entre populagdes e com baixa sensibilidade
aos eventos de fragmentacéo da floresta (Cabanne et al. 2013).

Na Mata Atlantica parece existir uma série de padrbes e processos de diversificagdo
que, provavelmente, podem estar relacionados com as peculiaridades de cada organismo,
como dependéncias ecoldgicas e as necessidades de habitat, 0 que revela que as barreiras
historicas ao fluxo génico ndo influenciaram da mesma forma as espécies estudadas (Batalha-
Filho et al. 2012). De acordo com este autor, esses fatos sugerem a necessidade de realizacéo
de outros estudos filogeograficos com diferentes espécies, permitindo que possam ser
detectados novos padrdes que ajudem a estabelecer melhor os mecanismos que promoveram a
diversificacdo na biota da Mata Atlantica.

Até o presente momento, poucos estudos filogeograficos foram realizados em abelhas
(p. ex. Diniz-Filho et al. 1999, Soucy e Danforth 2002, Dick et al. 2004), sendo apenas trés
com especies da tribo Meliponini (Batalha-Filho et al. 2010; Luz 2011; Miranda 2016), das
quais apenas duas espécies apresentam distribuicdo ao longo da Mata Atlantica (Batalha-Filho

et al. 2010; Luz 2011).

1.3. Espécie modelo: Partamona helleri

A ordem Hymenoptera é constituida por 125.000 espécies descritas, sendo as formigas,
vespas e abelhas os grupos mais conhecidos da ordem. Esses insetos possuem a tendéncia de
formar comunidades sociais polimdrficas e, juntamente com o0s cupins, perfazem
aproximadamente 80% da biomassa da Terra (Brusca & Brusca 2007).

Dentre as abelhas, a familia Apidae é a mais diversa e seus espécimes possuem padroes
de comportamentos que variam desde insetos solitarios a colonias altamente sociais. Essa

familia estd subdividida em trés subfamilias: Xylocopinae, Nomadinae e Apinae, sendo a
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tribo Meliponini representante da ultima (Michener 2007). Os meliponineos possuem aculeo
atrofiado e sdo popularmente conhecidos como abelhas sem ferrdo (Nogueira-Neto 1997).

As abelhas sem ferrdo possuem distribuicdo em areas tropicais e subtropicais do globo,
sendo mais diversificada nas regides neotropicais e Indo-Malaia. Atualmente séo descritos no
Brasil 29 géneros e 244 espécies (Pedro 2014).

As abelhas possuem fundamental importancia no processo de polinizagéo e producgéo de
sementes dentro do ecossistema de determinada regido que integram (Kerr et al. 1996). Elas
sdo responsaveis pela manutencdo da flora e, consequentemente, da fauna associada a essa
flora (Kerr et al. 2001), o que constitui uma preocupacdo de se preservar esses insetos. A
depender do habitat, as abelhas brasileiras sem ferrdo chegam a ser responsaveis por cerca de
30% a 80% da polinizacdo de plantas nativas (Kerr et al. 2001). No entanto, grandes
alteracbes e fragmentacdo do habitat, além de outras causas como o uso de agrotoxicos,
competicdo com espécies invasoras e alteragdes no clima tem levado ao declinio das
populagdes de abelhas (Thomson 2004; Whitehorn et al. 2012; Tylianakis 2013).

O género Partamona Schwarz, 1939 esta incluido na tribo Meliponini, agrupando
atualmente 33 espécies descritas. A ocorréncia do género é exclusivamente Neotropical, desde
o sul do territério brasileiro até o México, em locais como matas, caatingas, cerrados e regifes
montanhosas, como as Cordilheiras Centro-Americana e Andina, podendo chegar a regides
com mais de 2.000 metros de altitude. As espécies desse género constroem ninhos com
ornamentacgdes de entrada bem elaboradas e com formas bastante variadas. A nidificagdo é
feita em cavidades pré-existentes, sendo que a maioria nidifica obrigatoriamente em
termiteiros ativos ou inativos (Pedro & Camargo 2003, Camargo & Pedro 2003). Novas
rainhas da espécie de Partamona tém baixa capacidade de dispersdo e apresentam

comportamento filopatrico durante o processo de fundacdo de novos ninhos, sendo os ninhos
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filhos construidos préximo ao ninho mae, havendo uma dependéncia temporaria entre 0 novo
ninho e o ninho materno (Wille & Orozco 1975).

De acordo com a filogenia proposta para o género, Partamona tem cinco clados, sendo
eles bilineata/epiphytophila, pearsoni, testacea, nigrior e cupira (Camargo & Pedro 2003). O
primeiro estudo filogenético foi realizado com base em caracteristicas morfologicas (Pedro &
Camargo 2003); no entanto, a grande similaridade morfoldgica entre as espécies prejudicava a
definicdo destas relagdes. Um segundo estudo incluiu na andlise informagdes sobre habitos de
nidificacdo e estrutura de entrada dos ninhos das espécies (Camargo & Pedro 2003). Esse
novo trabalho possibilitou uma melhor definicdo de alguns grupos em relagdo a hipotese
inicial, porém, ndo definiu de forma precisa as relacdes entre 0os grupos. No primeiro estudo
filogenético, a espécie Partamona helleri foi incluida no clado cupira. Ja no segundo estudo,
foi levantada a hipotese de que P. helleri poderia constituir um grupo basal, irmao de todas as
demais espécies termitofilas do género, isso considerando que essa espécie ndo constrdi seus
ninhos em associagdo com termiteiros. P. helleri nidifica em uma ampla variedade de
substratos, como em ocos de &rvores, ninhos abandonados de Phacellodomus sp.,— ave
popularmente conhecida como Jodo-graveto — e em associagdes com raizes de epifitas, ou até
mesmo em ninhos livres apoiados em galhos de arvores. Essa espécie também nidifica em
areas sob influéncia antrépica, construindo seus ninhos em beirais e cumeeiras de casas, no
interior de condicionadores de ar, em maquinas abandonadas, vasos de plantas e frestas de
paredes (Camargo & Pedro 2003, Pedro & Camargo 2003) (Figura 2). Um exemplar da
especie P. helleri pode ser visualizado na Figura 3.

A distribuigéo geogréafica de P. helleri se d& ao longo de grande parte da Mata Atlantica,
desde o nordeste de Santa Catarina até a Bahia, na regido de Salvador; ocorre também no
cerrado de Minas Gerais, chegando a oeste até o vale do Sao Francisco (Pedro & Camargo

2003).
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As abelhas dependem de condigBes ambientais especificas para sobreviver, tais como
materiais e locais apropriados para a constru¢do de seus ninhos e recursos alimentares que
podem ser distintos para as formas jovens e adultas (Silveira et al. 2002). A disponibilidade e
a competicdo por esses recursos sdo determinantes para a presenca de uma espécie em

determinado local (Cane 2001).

Figura 2. Ninhos de P. helleri construidos sobre diferentes substratos. A) Em ninho do péssaro Jodo-
graveto (Foto: Miranda EA); B) Bromélia epifita; C) Tronco de arvore; D) Janela de casa abandonada;

E) Parede de casa habitada; F) Condicionador de ar (Extraida de Ferreira 2011).

Devido ao processo acelerado de urbanizacdo e & degradacdo ambiental, algumas
espécies de abelhas encontraram nos ambientes urbanos locais propicios para nidificagcdo e
obtencdo de alimentos. Nas areas urbanas, abelhas generalistas, ao contrario das especialistas,
possuem maior chance de sobrevivéncia, ja que sdo menos sensiveis as perturbacGes
ambientais e ndo encontram nos centros urbanos limitagdes quanto a capacidade de dispersdo

e obtencdo de recursos (Zanette et al. 2004, Nates-Parra 2005). Segundo Pedro & Camargo



13

(2003), algumas abelhas toleram bem ambientes modificados pela acdo humana, como é o

caso de P. helleri.

Figura 3. Vista frontal (A) e lateral (B) de uma operaria da espécie P. helleri. A barra de escala

corresponde a 1 mm. Foto: Dessi MC (LGEH).

Diante disso, verifica-se que P. helleri é uma abelha com ampla distribuicdo, com
capacidade de colonizar areas abertas e fechadas sob diferentes temperaturas; além disso, ndo
apresenta limitagdes quanto aos locais de nidificagdo. Gracas a esta plasticidade, ela esta
presente em ambientes urbanos, ndo sendo uma espécie totalmente dependente de florestas.
Devido a essas caracteristicas, a espécie foi escolhida no presente trabalho para um estudo
filogeogréafico, de modo a tracar um cenario para a evolugdo recente dessa espécie,
averiguando os processos envolvidos no padrdo de distribuicdo geografica atual da mesma.
Acreditamos que, devido a tais caracteristicas, possiveis quebras filogenéticas sejam
resultados da dispersédo e de fatores histéricos de ocupacdo e nao devido a grandes barreiras

fisicas ao fluxo génico entre as populagdes.
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2. OBJETIVO

O objetivo desse trabalho foi elucidar o padrdo filogeogréafico das populagdes da espécie
P. helleri.

Para cumprir tal objetivo, fémeas adultas de ninhos amostrados em toda a &rea da
distribuic@o da espécie tiveram trés de seus genes mitocondriais sequenciados. A partir destes
dados, os seguintes passos foram executados:

i) Estabelecimento das relacBes filogenéticas entre as linhagens caracterizadas pelas
sequéncias génicas;

ii) Verificacdo da associacdo entre as linhagens e as areas geogréaficas onde as mesmas
foram observadas;

iii) Inferéncia sobre a histéria demografica dos grupos de populagdes de P. helleri;

iv) Elaboracdo de uma hipotese sobre origem e dispersao da especie.
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3.  MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencédo dos espécimes

Uma parte do material utilizado nesse estudo ja se encontrava disponivel no Laboratério
de Genética Evolutiva de Hymenoptera (LEGH) — UFSCar, decorrente de coletas anteriores
para concretizacdo de trabalhos ja realizados no laboratorio. Este material fora proveniente de
32 localidades distribuidas pelos estados da Bahia (BA), Espirito Santo (ES), Sdo Paulo (SP),
Rio de Janeiro (RJ), Minas Gerais (MG), Paranad (PR) e Santa Catarina (SC). Entre 0os meses
de Agosto e Setembro de 2015, foram realizados novos esfor¢cos de coleta em 27 localidades
distribuidas pelos estados do Espirito Santo (ES), Sdo Paulo (SP), Parana (PR) e Santa
Catarina (SC). Em Janeiro de 2016, foram coletados 15 novos ninhos de nove localidades,
sete ao sul do estado da Bahia e duas ao norte de Minas Gerais. Ao todo, foram coletadas
amostras de 347 ninhos em 67 localidades (a cidade de Guaraquecaba/PA foi amostrada duas
vezes) (Figura 4; Tabela 2).

Os novos pontos de coleta foram estabelecidos com base na procedéncia dos espécimes
depositados nos Museus da USP-RP (Colegdo “Camargo”) e da UFPR (Colegao “Moure”).

As coletas foram realizadas por busca ativa, com esforcos de, no minimo, 12 horas por
sitio visitado. Os ninhos foram georreferenciados e fotododumentados. Foram coletadas entre
10 e 15 operéarias adultas de cada coldnia e sacrificadas em etanol 95% em tubos de 50 ml
etiquetados. Posteriormente, os espécimes foram estocados em etanol absoluto e armazenados
a -20°C. Cerca de 5 a 6 espécimes de cada ninho foram coletados em tubos de 1,5 ml
etiquetados, sacrificados em acetato de etila e montados para confirmagdo taxonémica pela

Dra. Silvia Regina Pedro (FFCLRP-USP).
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Figura 4. Mapa evidenciado as 67 localidades amostradas para P. helleri e sua distribui¢cdo na Mata
Atlantica e éareas de transigdo entre Mata Atlantica e Cerrado. O mapa foi gerado pelo programa Diva-

Gis (http://www.diva-gis.org/).

3.2. Obtencédo de dados genéticos mitocondriais

De cada colbnia coletada foi extraido o DNA total de uma operaria adulta. A principio,
a extracdo de DNA foi realizada a partir de trés pernas das operarias, utilizando o método de
Chelex 100 (Walsh et al. 1991). Posteriormente, para a obtencdo de resultados mais
satisfatorios, a extracdo foi feita a partir de térax, por meio do protocolo de fenol-cloroférmio
(Sheppard & McPheron 1991).

Regides correspondentes aos genes mitocondriais Citocromo B (CytB), Citocromo
Oxidase | (COI) e rDNA12S foram amplificadas a partir de primers descritos para Apis
mellifera (Afonso 2012, Crozier et al. 1991, Dick et al. 2004, Simon et al. 1994) e os
amplicons obtidos foram sequenciados. As sequéncias dos pares de oligos utilizados estdo

apresentadas na Tabela 1.
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A amplificacdo dos trés fragmentos génicos foi feita por PCR, com um passo inicial de
94°C por trés minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 50°C por 20 segundos e 72°C por
1 minuto - e um passo final a 72°C por 10 minutos. As reagdes foram feitas com volume final
de 25 uL contendo agua bidestilada estéril, 1X tampao de reagdo, 250 uM de cada ANTP, 2,5
mM de cloreto de magnésio, 1 uM de cada primer, 1U de Taq DNA polimerase (Promega) e 1
uL do DNA extraido. Os amplicons foram visualizados em gel de agarose 1% corados com

Gel Red™ e submetidos a luz ultra-violeta.

Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados para amplificagéo por PCR.

Regido Primer Referéncia
col F:5 -GGAGAT CCAATTCTTTATCAAC-% Afonso 2012, Dick
R: 5°- GAT ATT AAT CCT AAAAAATGT TGAGG -3 et al. 2004

CViB F:5 -TAT GTACTA CCATGA GGA CAAATATC-% Crozier et al. 1991
y R:5 - ATT ACACCT CCT AAT TAATTAGGAAT -3 '

125 F:5 - TACTAT GTT ACG ACT TAT -3 Simon et al. 1994
R:5 - AAACTAGGATTAGATACCC-3 '

A purificagdo dos amplicons foi feita a partir de 5uL. do DNA e 2uL de Illustra™
ExoProStar™ 1-Step (GE). A purificacéo foi feita em passo inicial de 37°C por 40 minutos,
80°C por 15 minutos e 20°C por cinco minutos. A visualizacdo dos fragmentos amplificados e
purificados foi através de gel de agarose 1% corado com Gel Red ™ e submetidos & luz ultra-
violeta.

A reacdo de sequenciamento foi realizada em nosso laboratério. Nesse processo,
foram utilizados 1uL do produto de PCR purificado, 3uL de tampé&o de sequenciamento (Save
Money 2,5 X), 1uL de BigDye v3.1 (Applied Biosystems), 1uM de cada primer e 4,6uL de
agua bidestilada estéril completando 10uL de reacdo final. A reagdo consistiu de um passo

inicial de 96°C por um minuto e 40 ciclos de 96°C por 15 segundos, 50°C por 15 segundos e
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60°C por um minuto. Ao fim das reagdes, foram adicionados 80uL de isopropanol 75%. Apos
15 minutos & temperatura ambiente, os tubos de reacdo foram centrifugados por 30 minutos a
3040 xg. Apos precipitacdo do DNA, o sobrenadante foi descartado e foram realizadas duas
lavagens, adicionando-se 200uL de etanol 70% gelado, seguido por centrifugagdo a 3040 xg
por 10 minutos a 4°C.

As sequéncias forward e reverse foram obtidas ap6s corrida das amostras em
sequenciador automatico ABI 3700 (Applied Biosystems) junto ao Laboratério de
Biotecnologia da FCAV — UNESP de Jaboticabal, SP.

Trabalhos anteriores realizados no LGEH resultaram em 135 individuos sequenciados
para os genes mitocondriais COIl e CytB. Esses resultados foram somados aos resultados
obtidos durante o andamento desse estudo. No presente estudo, foram sequenciados 212
individuos para o gene COI, 204 para o gene CytB e 344 individuos para o gene 12S. O

namero total de individuos analisados por gene é detalhado na Tabela 2.

Tabela 2. Localidades amostradas para a espécie P. helleri, sigla de cada localidade, nimero de
coldnias amostradas por localidade e nimero de col6nias analisadas para os trés genes mitocondriais

(COI, CytB e 125).

N°ede N°de col. analisadas por gene

Localidades Sigla Colonias COl CytB 12S
01 Salvador — BA SAL 09 09 09 09
02 Camamu—BA CMU 01 01 01 01
03 Cravolandia— BA CRA 05 05 05 05
04 Jequié — BA JEQ 04 04 03* 04
05 Jitauna — BA JIT 02 02 - 02
06 Apuarema— BA APU 01 01 01 01
07 Ubatd — BA UBA 01 01 01 01
08 Uruguca— BA URU 02 02 02 02
09 Una-BA UMA 01 01 01 01
10 Canavieiras — BA CNV 02 02 02 02
11 Itapevi — BA ITP 02 02 02 02
12 Porto Seguro — BA PSE 03 03 03 03

13 Caravelas — BA CAR 02 02 02 02
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14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57

Marica — RJ

Petrdopolis — RJ

Aldeia Velha — RJ

Parati — RJ

Cachoeira do Macacu — RJ
Séo Sebastido — SP

Séo Paulo/USP — SP
Ribeirdo Preto/USP — SP
Séo Carlos/UFSCar — SP
Iguape — SP

Itanhaém — SP

Itariri — SP

Pedro de Toledo — SP
Batatais — SP
Muzambinho - MG

Rio Vermelho — MG
Itambacuri — MG

Carlos Chagas — MG
Paraopeba — MG

Porto Firme — MG

Vigosa — MG

Silvestre — MG

Teixeiras — MG

Séo Miguel do Anta — MG
Tiradentes — MG
Governador Lindenberg - ES
Jaguaré — ES

Vargem Alta— ES

Venda Nova do Imigrante - ES
Castelo — ES

Itaguacu — ES

Itarana — ES

Santa Tereza — ES
Conceicdo do Castelo — ES
Afonso Claudio — ES
Alfredo Chaves — ES
Linhares — ES
Guaraquegaba — PR
Telémaco Borba — PR
Matinhos — PR

Antonina - PR

Guaratuba — PR

Morretes — PR

Rio do Sul — SC

MAR
PET
ALV
PAR
CAM
SSE
USP
URP
UFS
IGP
ITN
ITRR
PDT
BAT
MUZ
RIV
ITB
CCH
PPB
POR
VIC
SIL
TEI
SMA
TIR
GVL
JAG
VAL
VNO
CAS
ITG
ITR
STE
CCA
AFC
ALF
LIN
GUA
TLM
MAT
ANT
GRT
MOR
SIG

04
02
01
01
01
01
11
17
24
10
10
10
03
01
12
08
01
01
03
08
35
04
05
17
03
05
01
10
09
06
06
10
09
07
02
01
05
06
03
03
08
03
01

04
02
01
01
01
01
11
17
24
10
10
10
03
01
12
08
01
01
03
08
35
04
05
17
03
05
01
10
09
06
06
10
09
07
02
01
05
06
03
03
08
03
01
04

04

01
01
01
01
11
17
24
10
10
10
03
01
12
08
01
01
03
08
35
04
05
17
03
05
01
10
09
06
06
10
09
07
02
01
05
06
03
03
08
03
01
03*

04

01
01
01
01
11
17
24
10
10
10
03
01
12
08
01
01
03
08
35
04
05
17
03
05
01
10
09
06
06
10
09
07
02
01
05
06
03
03
08
03
01
03*
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Tabela 2. Continuacao

58 Armazém —SC ARM 02 02 01* 02
59 Floriandpolis — SC FLO 01 01 - 01
60 Botuvera — SC BTV 01 01 01 01
61 Joinville —SC JOI 10 10 10 10
62 Pomerode — SC POM 01 01 01 01
63 Guabiruba - SC GBR 01 01 01 01
64 Blumenau — SC BLU 01 01 01 01
65 Massaranduba — SC MSS 01 01 01 01
66 Araquari—SC ARQ 01 01 01 01
67 Gaspar—SC GAS 01 01 01 01

N=347 N=347 N=339 N=344
* Nem todas as col6nias tiveram um individuo sequenciado.
- Nenhum individuo da(s) coldnia(s) foi sequenciado.

3.3. Edicao, analise e caracterizacdo das sequéncias nucleotidicas

Os eletroferogramas foram analizados utilizando a versdo 5.0.1 do programa
CodonCode (CodonCode, Dedham, MA, USA). Apés edicdo, as sequéncias foram alinhadas
utilizando a ferramenta CLUSTAL W (Thompson et al. 1994). Os alinhamentos foram
editados no programa BioEdit (Hall 1999).

A ferramenta BLAST (Altschul et al. 1990) foi utilizada para identificar similaridades
entre sequéncias obtidas e sequéncias disponiveis em bancos de dados similares ao GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

O polimorfismo intraespecifico foi estimado pelos indices contetdo de GC, nimero de
sitios variaveis (S), numero de haplétipos (h), diversidade haplotipica (HD) (Nei 1987) e
diversidade nucleotidica (m) (Nei & Miller 1990), com a utilizagdo do programa DNASP

versdo 5.10 (Librado & Rozas 2009).

3.4. Inferéncias filogenéticas

Foram realizadas reconstrucGes filogenéticas utilizando os hapl6tipos dos segmentos
génicos mitocondriais concatenados, a partir de analises de Méxima Verossimilhanga (MV) e

Inferéncia Bayesiana (1B).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Através do software PartitionFinder (Lanfear et al. 2012), utilizando-se o critério de
selecdo Akaike Information Criterion (AIC), foram definidas partices para o conjunto de
dados e os seus respectivos modelos de substituicdo foram estimados (Tabela 3). Além disso,
os dados foram particionados por gene (12S, CytB e COI) e por posi¢do de codon (apenas

para os genes COl e CytB). Para a anélise de MV, apenas as parti¢cdes foram utilizadas.

Tabela 3. ParticBes e modelos evolutivos selecionados pelo programa PartitionFinder. As particGes

foram utilizadas nas analises de IB e MV e os modelos de substituicdo foram utilizados somente para a

analise por IB.
Particdes Modelo p/ anélise IB
12S TrN + |
CytB_1 HKY +1+G
CytB _2,COIl_2 HKY + 1
CytB_3,COI_3 GTR+G
COl_1 TrN + |

A anélise de MV foi realizada usando o RAXML (Randomized Axelerated Maximum
Likelihood) (Stamatakis 2006), sob 0 modelo GTRCAT. Foram estimados sitios invariaveis e
distribuicdo gama para cada particdo durante a corrida. O RAXML implementa um algoritmo
de buscas heuristicas com pseudo-réplicas de bootstrap. O suporte de nd foi estimado em
10000 réplicas de bootstrap.

A anélise Bayesiana foi feita no programa Mr. Bayes 3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist
2001), utilizando anéalises de cadeias de MCMC, com duas corridas independentes, sendo
cada uma delas com quatro cadeias amostradas a cada 1000 geragbes em um total de 200
milhOes de gera¢bes. Mediante o programa Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2009), foram
acessados a convergéncia e o ponto de corte (burn-in). Apos descartar o ponto de corte de
10%, foi calculado o consenso majority-rule a partir da amostragem das analises

subsequentes.



22

As arvores pelos metodos de MV e IB foram editadas utilizando o programa FigTree

1.4.2 (Rambaut 2014).

3.5. Estrutura genética populacional e filogeogréafica

Para verificar a estrutura populacional foi realizada a Analise de Variancia Molecular
(AMOVA, Excoffier et al. 1992) para dois niveis hierarquicos, sendo possivel averiguar a
distribuicdo da variacdo dentro e entre populagdes. A anélise foi implementada utilizando o
programa Arlequin 3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010), com significancia de 5% e 1000
permutacdes.

Para verificar a existéncia de correlacdo entre distancias genética e geografica das
populages e testar o isolamento por distancia, foi realizado o teste de Mantel implementado
no programa Isolation by Distance Web Service 3.23 (IBDWS) (Jensen et al. 2005). A
significancia estatistica foi feita com um teste de 1000 permutagdes.

Para inferir as relacBes genealdgicas entre os haplotipos, redes haplotipicas foram
obtidas utilizando 0 método Median-joining network. A analise foi implementada no software
Network 4.6.1.3. O algoritmo para construcdo da rede se baseia no critério de redes com
minima abrangéncia (minimum spanning network) e utiliza median vectors (mv) para conectar
dados de haplétipos mediante 0 método de maxima parcimonia.

A fim de verificar a distribuicdo espacial da variabilidade genética nas populacGes foi
realizada a Analise de Variancia Molecular Espacial (SAMOVA), implementada pelo
programa SAMOVA 1.0 (Dupanloup et al. 2002). Tal analise infere a existéncia de grupos
genéticos entre localidades geograficamente homogéneas, porém diferenciadas
geneticamente. A analise foi computada variando o nimero de grupos a serem testados (K) e

0 agrupamento que recupera a maior estrutura genetica entre localidades € o que apresenta
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maior valor de indice de fixa¢do ¢sr, sendo, portanto o K mais provavel. Foram testadas 1000
simulagdes para cada valor de K.

A verificagdo da estruturacdo das populagdes em grupos também foi realizada através
do método bayesiano pelo programa BAPS (Bayesian Analysis of Genetic Population

Structure) versédo 4.14 (Corander et al. 2003).

3.6. Inferéncia demografica

Foram realizados testes de neutralidade pelo método R, (Ramos-Onsins & Rozas 2002),
e estimativa do parametro Fs de Fu (Fu 1997). Esses testes foram utilizados a fim de verificar
a possivel ocorréncia de expansdo demogréafica ou gargalos populacionais. As analises foram
implementadas pelo programa DnaSP 5.10 (Librado & Rozas 2009). A significancia dos
testes foi obtida apds 1000 simulacGes de coalescéncia.

Quando possivel, foi construida a demografia historica da linhagem filogenética a partir
de Coalescent Bayesian Skyline Plot (BSP), implementada no programa BEAST 1.8 (Heled &
Drummond 2010). A corrida foi implementada pressupondo um relégio molecular estrito e
um comprimento de cadeias de MCMC de 80 e 200 milhdes (dependendo do conjunto de
dados), amostrando a cada 1000 geracOes. Para essa analise, foram utilizados os fragmentos
génicos COIl e CytB e uma taxa de divergéncia para o gene mitocondrial COI proposta para
insetos, que varia entre 1,3-1,9% por milhdo de ano (Machado et al. 2001, Moreau et al.
2006). O modelo de substituicdo utilizado na abordagem Bayesiana foi selecionado com base
no programa JModeltest versdo 2.1.5 (Darriba et al. 2012), com critérios de informacéo
Akaike (AIC). Os modelos utilizados foram TrN+l e GTR+l. O programa BEAUTi 1.8
(Heled & Drummond 2010) foi utilizado para elaborar o input data do BEAST. A qualidade
da corrida e a construcdo do grafico da analise de coalescéncia foi verificada através do

programa Tracer 1.5 (Rambaut & Drummond 2009).
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4.  RESULTADOS
4.1. Caracterizacdo das sequéncias

Foram amplificados e sequenciados fragmentos dos genes mitocondriais COl (611 pb),
CytB (485 pb) e 12S (412 pb). Todas as amostras foram amplificadas para o gene COlI,
totalizando 347 sequéncias para este fragmento génico. No entanto, ndo tivemos sucesso na
amplificacdo do gene CytB de oito amostras, provenientes de duas coldnias de Jitalna/BA,
duas de Petropolis/RJ, uma de Floriandpolis/SC, uma de Jequié/BA, uma colonia do Rio do
Sul/SC e uma de Armazém/SC, totalizando 339 sequéncias para esse fragmento. Para o gene
12S, ndo foi possivel a amplificacdo de trés amostras, duas provenientes de colbnias de
Petropolis/RJ e uma do Rio do Sul/SC, totalizando 344 sequéncias para esse gene. As
sequéncias obtidas para as trés regifes génicas apresentaram excelente qualidade, sendo
possivel identificar inequivocamente as bases nitrogenadas, o que conferiu acuracia aos dados
analisados (Figura 5). O numero de individuos sequenciados para cada gene, assim como a
localidade de origem das amostras, estdo descritos na Tabela 2.

Foram verificados 59 sitios variaveis e 50 haplotipos para o gene COI, 47 sitios
variaveis e 40 hapl6tipos para o gene CytB, enquanto que para o gene ribossomal 12S foram
observados 14 sitios polimdrficos e 15 haplotipos. Os trés genes analisados se mostraram
bastante conservados, apresentando baixos valores de diversidade nucleotidica (), o que
indica alta similaridade entre os haplétipos, e altos indices de diversidade haplétipica (Hd)
devido ao alto nimero de haplétipos observados e a presenca de haplotipos exclusivos de
localidade (Tabela 4). Quanto a composi¢do nucleotidica, foi observado que guanina e
citosina perfazem cerca de 20% a 25% das bases (Tabela 4).

Para 0 gene COI foram observadas 56 mutagdes sindnimas e trés mutacbes que
resultaram em mudanca de aminoécidos, sendo elas lle < Leu, lle & Met, Val < lle nas

posicOes 79, 84 e 427, respectivamente. No gene CytB, foram observadas 35 mutagdes
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sindnimas e 11 substitui¢cdes ndo sindnimas, sendo Tre < Trp na posi¢do 105, lle < Val nas
posicdes 172, 187, 205, 253, 298 e 397, Phe < Leu na posigdo 184, His <> Asn na posi¢do

238, Phe < Ser na posicdo 311 e lle «<» Met na posicéo 357.

AT C AC AT ATTT A CC GT A G G A CT A 6 A TOG6GTTG AT A CAC G A G C ATATTTTATCATCT
SEQ-COI-F 220 230 240 250

a) ¥ ANAANANAANANANAAAANNVANAANANANAANANNA VA ANAANNAANAAAAA AL ""‘w\;’

T C A T C A CA TA TT TACC G T A G G ACTAGEG ATGEG TT G A TACAC G A G CATATTTTATCA

180 190 200 210
SEQ-COI-R

ANAANAAAANANANNANANASN A A A AN A AL AN AN A A AASAANN A A
<

>
A T A G A A A T G T T T A T A A A AT T (4 C AT T T C A T c (4 A T A T T T T A c T T T A A A A G A T T c
SEQ- Cth _F 260 270 280 290 300
A\ A A ~ ~ N ~ /\ A A A /\ N
b) JAVAVAN VaVAVAVAVAVAVAN ANASNAAANNAAAA VAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAY VAVAVAN
4 5
A T T € A T T C A A A T A G A A AT 6 T T TAT A A A A TT CCALTTTOCAT CCATATTTTACTT T
220 230 240 250
SEQ- CytB -R

A A\ . N A AWAL A A AN ~ N

T T c A T A & [ T 4T T T T T T A T T T A T A A AT T C T A A T A A C A A T A C A T A A A T A T A A T T T
230 240 250 €0 270
SEQ-125-F ©

Fa) ~ . -

NAAAN AAAAAAAAAAAAAAANAA A ANAA AN AAA AV AAANAAA A AAAND AAAA
< >

C) r T ¢ A T A A [+ T A T T T T T T A T T T A T A A A T T ¢ T A A T A A C A & T A C A T A A A T A T A A T T T

Zoo 210 220 230 240
SEQ-125-R

AVAVAVEWLN VaVaVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAN ANNA A A PAVAVAVAVAN FaVAVAN VaVAYAY
<

>

Figura 5. Eletroferogramas de fragmentos do gene COI (a), CytB (b) e 12S (c) de amostras de P.

helleri.

As amostras ndo amplificadas para os genes CytB e 12S foram excluidas da analise de
genes concatenados, totalizando 339 sequéncias dos fragmentos génicos COIl, CytB e 12S
concatenadas (1508 pb). Como as amostras dos ninhos de Jitaina/BA e Florian6polis/SC néo
foram sequenciadas para o gene CytB, bem como a amostra de Petropolis/RJ para 0s genes
CytB e 12S, o numero de localidades incluidas na analise passou de 67 para 64 (Tabela 2).
Para os genes concatenados (1508 pb), foram observados 112 sitios polimorficos e 73

haplotipos, verificando-se igualmente baixo valor de diversidade nucleotidica (0,00560 +
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0,00024) e alto indice de diversidade haplotipica (0,968 + 0,003). Quanto & composi¢do

nucleotidica, adenina e timina perfizeram 79% das bases (Tabela 4).

Tabela 4. indices de diversidade: Tamanho do amplicon (pb), contetido GC, nimero de sitios
variaveis (S), numero de hapldtipos (h), diversidade haplotipica (Hd) e diversidade

nucleotidica () para cada gene mitocondrial, bem como para genes concatenados de amostras

de P. helleri
Gene Tam(pb) G+C S H w /sd Hd/sd
col 611 0,224 59 50 0,00764 +0,00030 0,928 + 0,009
CytB 485 0,223 47 40 0,00602 +0,00037 0,860 + 0,016
12S 412 0,183 14 15 0,00236 +0,00017 0,642 +0,024

COl + CytB + 12S 1508 0,213 112 73 0,00560 +0,00024 0,968 + 0,003
sd, desvio padréo

4.2. Inferéncias filogenéticas

As analises filogenéticas (MV e IB) foram realizadas a partir dos 73 hapl6tipos obtidos
para 0s trés genes concatenados, além de uma sequéncia da espécie Partamona cupira
utilizada como grupo externo.

A topologia obtida pela Inferéncia Bayesiana mostrou vérias linhagens em uma
politomia pouco resolvida, impossibilitando a verificacdo de todas as relacBes filogenéticas
entre elas. Apenas quatro filogrupos apresentaram valores de probabilidade posterior (pp)
acima de 70% (Figura 6).

Dois desses filogrupos sdo constituidos por hapl6tipos de amostras oriundas do estado
da Bahia, sendo 11 haplotipos identificados em amostras de 10 localidades acima do Rio
Jequitinhonha e dois haplotipos de duas localidades abaixo deste rio, com suportes de 93%
(representado na arvore pela cor vermelha) e 100% (representado na arvore pela cor vermelho

claro), respectivamente.
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{ HAP42

HAP30
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Figura 6. Reconstrucdo filogenética obtida por Inferéncia Bayesiana com base em 1508 pb dos genes
COl, CytB e 12S concatenados da espécie P. helleri e um grupo externo (P. cupira). Os suportes nos

ramos mostram valores de probabilidade posterior.
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O terceiro filogrupo (roxo) agrupa 10 haplétipos de amostras distribuidas entre oito
localidades ao sul do estado de Minas Gerais, duas localidades ao norte do Rio Doce e uma
localidade ao norte do estado de S&o Paulo. Esse filogrupo apresentou probabilidade posterior
de 74%. O quarto filogrupo (em rosa) é formado por quatro haplotipos de amostras de trés
localidades ao norte de Minas Gerais com suporte de 100%.

Os haplotipos caracterizados em amostras das demais localidades, que se estendem do
Espirito Santo, abaixo do Rio Doce, até Santa Catarina, estdo representados na arvore
filogenética pela cor verde. Tais haplétipos compdem filogrupos com baixo suporte ou sdo
apresentados como linhagens individuais na arvore.

A topologia obtida pelo método de Méaxima Verossimilhanca apresentou suporte dos
valores de bootstrap (bp) muito abaixo de 50% para os clados definidos (Figura 7). Apesar do
baixo suporte, os clados verificados sdo, em parte, semelhantes aos obtidos na topologia por

IB.
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HAPT1
HaP72
HAPES

HAPS1
HAROT

HAP38

16
17

HAPST
P.cup

0,007
Figura 7. Reconstrucdo filogenética obtida por Mé&xima Verossimilhanga com base em 1508 pb dos
genes COI, CytB e 12S concatenados da espécie P. helleri e um grupo externo (P. cupira). Os
suportes nos ramos mostram valores de bootstrap. As cores utilizadas correspondem aos clados

estabelecidos na topologia por IB.
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4.3. Estrutura populacional e inferéncia filogeografica

A Anélise de Variancia Molecular (AMOVA) mostrou que 91,7% da variacdo genética
¢ resultado de diferengas interpopulacionais (®st = 0,9166; P = 0,0000), sugerindo que as
populagdes analisadas sdo altamente diferenciadas para os genes mitocondriais (Tabela 5). Os
valores de ®gr par a par observados foram, no geral, bem elevados (®st~ 1), indicando uma
alta divergéncia genética entre as populagBes. Alguns valores proximos a zero foram
observados; no entanto, tais valores ndo foram significativos ao nivel de 5%.

O teste do modelo de isolamento por distancia (IBD) apontou uma correlacdo baixa,

porém significativa, entre distancias genéticas e geogréaficas (r = 0,2487; P < 0,0010).

Tabela 5. Analise de Variancia Molecular (AMOVA) para dois niveis hierarquicos usando os trés

genes concatenados da espécie P. helleri.

Fonte da Variagao d.f. Variacao (%) Dsr Valor de P

Entre populagdes 63 91,66

Dentro de populagtes 275 8,34 ®s7-0,9166 P=0,00
Total 338

Com o objetivo de averiguar a relagcdo entre os hapl6tipos, foi construida uma rede
haplotipica utilizando as 339 sequéncias dos genes concatenados (Figura 8A). A rede é
composta de 73 haplotipos, dos quais 61 sdo exclusivos das localidades onde foram
caracterizados e, dentre estes, 27 sdo Unicos, ou seja, em uma determinada localidade, apenas
um hapldétipo foi identificado em todas as colénias. O H5 foi 0 mais compartilhado e o mais
frequente, sendo encontrado em amostras de 11 das 64 localidades utilizadas na geragdo da
rede concatenada. Dessas 11 localidades, duas estdo situadas na parte central (MAR e IGP) e

nove estdo ao Sul da distribuicdo (ANT, MAT, GUA, GRT, GBR, JOI, MSS, POM e SIG) (O
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nome completo e a sigla de cada localidade encontram-se na tabela 2). Na rede, podem ser
observados outros trés haplétipos que parecem ser muito frequentes (H66, H59 e H12); no
entanto, cada um deles foi observado apenas em amostras de trés localidades (Anexo/ Tabela
9). A razdo deste elevado nimero se deveu a analise de um grande nimero de coldnias destas
localidades, pois se buscava demonstrar que a espécie estudada ocupa certa area via um
nimero muito reduzido de fémeas fundadoras, hipotese esta confirmada, dado que uma
mesma sequéncia foi caracterizada em todas as amostras dos ninhos de cada uma destas
localidades. Ademais, todas as outras localidades amostradas também apresentaram um ou
poucos hapldtipos (Apéndice / Tabela 9), o que também pode ser verificado nas redes dos
genes individuais COI, CytB e 12S (Apéndice / Figuras 13, 14 e 15)

Os haplotipos observados ao norte da distribuicdo (estado da Bahia, representados na
rede pelas cores vermelho escuro e vermelho claro) ndo sdo compartilhados por amostras de
qualquer outra localidade amostrada ao longo das regibes central e sul. Além disso, ha uma
acentuada diferenciacdo entre eles préprios e em relacdo aos demais haplétipos observados na
rede. As localidades, com exce¢do de CRA que apresentou dois hapldtipos, apresentaram um
hapl6tipo Unico e exclusivo. Os haplotipos das amostras de SAL (H57), PSE (H54), CAR
(H14) e CNV (H17) sdo os mais diferenciados, sendo observados mais de 10 passos
mutacionais entre eles e os demais observados em amostras do norte (Figura 8A). A
identificacdo por especialista corroborou que tais espécimes pertencem a espécie em estudo.
Na rede, o hapl6tipo 17 identificado em amostra de CNV esta muito distante dos demais
haplotipos verificados nas amostras de localidades ao norte, sendo mais relacionado a H66
verificado nas localidades UFS, URP e TLM (Figura 8A e B), do qual difere em oito passos
mutacionais. Pela observacdo da rede haplotipica, tais haplotipos poderiam estar agrupados
em, pelo menos, quatro grupos, assim definidos: grupo 1, composto por H57 (SAL); grupo 2,

composto por H17 (CNV); grupo 3, constituido de H14 (CAR) e H54 (PSE) e grupo 4,
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constituido por todos os haplétipos das demais localidades da Bahia. Esses haplétipos
compdem dois filogrupos na topologia obtida por Inferéncia Bayesiana, um formado por CAR
e PSE (pp = 100%) e o segundo incluindo todas as demais localidades da Bahia (pp = 93%),
representadas nas cores vermelho claro e vermelho, respectivamente (Figura 6).

Os haplotipos observados em amostras no interior da regido Central da distribuicdo
(representados na rede pelas cores rosa e roxo), exceto aqueles de duas localidades ao norte
do estado de S&o Paulo (UFS e URP), sdo mais relacionados entre si e consideravelmente
diferenciados dos demais observados nas amostras do Norte, Sul e até mesmo do leste da
regido Central. Os haplétipos de quatro localidades do Espirito Santo (JAG, GVL, ITR e
AFC) sdo mais relacionados a esses hapl6tipos do interior da regido central do que os demais
hapl6tipos observados no estado. Observando a rede, é possivel separar esses haplétipos em
dois grupos: um ao norte de Minas Gerais, composto pelos haplétipos 15, 28, 55 e 56 das
localidades de CCH, ITE e RIV, e um segundo grupo composto pelos haplétipos das demais
localidades de Minas Gerais, das localidades JAG (H42), GVL (H24 e H25), ITR (H36, H37 e
H38) e AFC (H1) no Espirito Santo e pelo haplétipo de BAT (H9), do interior de Séo Paulo.
Tais haplétipos, com excecdo dos observados em ITR e AFC, formam dois clados na
topologia por inferéncia Bayesiana, um bem suportado, constituido por CCH, ITE e RIV (pp
= 100%) e outro formado pelos haplétipos das demais localidades de Minas Gerais, BAT e
outras duas localidades do Espirito Santo (JAG e GVL), situadas ao norte do Rio Doce (pp =
74%). Os dois clados descritos estdo representados nas cores rosa e roxo, respectivamente
(Figura 6).

Os demais hapldtipos da regido Central e os observados na regido Sul sdo mais
relacionados, diferenciando-se entre si por um ou poucos passos mutacionais e, de acordo
com a rede, poderiam compor um unico grupo. A parte da rede composta pelos haplétipos

dessa regido apresenta forma de estrela, com um haplotipo mais compartilhado (H5) do qual
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derivam varios outros haplotipos que se diferenciam por, no maximo, dois passos mutacionais
e um median vector (mv) do qual derivam hapl6tipos que se diferenciam por até quatro passos
mutacionais. No geral, os haplétipos das localidades de S&o Paulo e do Sul derivam de H5,
enquanto que os haplétipos das localidades do Espirito Santo e Rio de Janeiro derivam de um
median vector (Figura 8A).

O mapa apresentado na Figura 8B mostra a distribuicdo geogréfica das localidades

amostradas.
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Figura 8. A) Rede haplotipica
gerada com base nas sequéncias
concatenadas dos trés  genes
mitocondriais (1508 pb) de P.
helleri. As barras indicam 0s passos
mutacionais entre 0s haplotipos.
Nenhuma barra equivale a um passo
mutacional. Duas barras na diagonal
indicam mais de quatro passos
mutacionais. B) Mapa indicando a
localizagdo geogréafica dos pontos de
coleta. ~ As  cores utilizadas
correspondem aos filogrupos obtidos
pela andlise bayesiana implementada

pelo programa BAPS.
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A Analise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA) nédo recuperou a estrutura
geografica entre grupos de populagdes. Os valores de dct aumentaram com o aumento do
numero de agrupamentos estabelecidos (K). O maior valor de ®ct foi observado em K=62
(dct = 100,00) (Figura 9). Como mencionado anteriormente, nossa amostra € proveniente de
64 localidades e este resultado indica que os hapldtipos exclusivos de cada localidade

parecem constituir grupos filogeograficos distintos.
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Figura 9. Analise espacial da variancia molecular (SAMOVA). A) Estimativa dos indices de fixacao obtida para
cada nimero de k. B) Porcentagem da variagcdo genética contida nos niveis hierarquicos da SAMOVA obtido

para cada nimero de k.
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A andlise de estrutura populacional pelo método bayesiano implementada no software
BAPS mostrou que a probabilidade posterior mais adequada para explicar a estruturacdo
genética foi de cinco agrupamentos (clusters) (Figura 10), resultado, em parte, concordante
com as linhagens estabelecidas na topologia gerada por IB.

Foram observados dois grupos nas populacdes do norte, porém, SAL e CNV, antes
agrupadas com as localidades ao norte do Rio Jequitinhonha, foram agrupadas com PSE e
CAR (localidades ao sul do rio). Analisando a rede haplotipica (Figura 8A), é possivel
verificar que os haplotipos observados nessas duas localidades (H17 e H57) sdo bastante
diferenciados de todos os demais encontrados na regido norte, tanto acima como abaixo deste
rio.

No interior da regido central da distribuicdo também foram observados dois grupos, um
ao norte do estado de Minas Gerais, que corresponde ao clado rosa na arvore filogenética, e o
segundo correspondente ao clado roxo. Nesse ultimo grupo, no entanto, foram agrupadas duas
localidades do Espirito Santo localizadas ao sul do Rio Doce (AFC e ITR). Na arvore, 0s
haplo6tipos observados nessas localidades estavam entre as linhagens que ndo apresentaram
suporte na conformacéo dos clados.

As demais localidades abaixo do Rio Doce até a regido sul foram agrupadas no quinto e
maior grupo, o qual na arvore filogenética corresponde as linhagens apresentadas em verde.

A topologia obtida pela andlise por inferéncia filogenética e os agrupamentos fornecidos
pelo BAPS sugerem duas possibilidades de agrupamentos, com algumas diferencas entre elas.
As duas alternativas foram testadas por meio de uma AMOVA para trés niveis hierarquicos e
os valores de ®ct foram significativos (P = 0,00000), sendo o valor obtido para o
agrupamento do BAPS levemente maior. Os valores indicam que aproximadamente 60% da

variacdo genetica é explicada pela diferenciacéo entre os grupos (Tabela 6).
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Tabela 6. Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) para trés niveis hierarquicos testando os agrupamentos

inferidos pela arvore filogenética e pelo BAPS.

Fonte da Variagao d.f. Variago (%) Valor de P
Agrupamento do BAPS
Entre grupos 4 59,88 P =0,00
Entre populacdes dentro de grupos 59 33,77
Dentro de populag6es 275 6,35

Total 338
Agrupamento da Arvore
Entre grupos 4 58,55 P =0,00
Entre populacdes dentro de grupos 59 35,17
Dentro de populagtes 275 6,28

Total 338

Os resultados obtidos pela arvore filogenética, rede de hapl6tipos e BAPS mostram que
as populacdes ao norte da distribuicdo sdo bastante diferenciadas entre si e também em
relacdo as demais populagdes do centro e sul da distribuicdo. No entanto, ndo foi possivel
estabelecer como a variacdo genética das populacdes ao norte estd geograficamente
estruturada. Por isso, essas populacdes foram consideradas integrando um Unico filogrupo,
denominado de Filogrupo Norte. As trés analises foram concordantes quanto a existéncia de
um filogrupo ao norte de Minas Gerais (RIV, CCH e ITP), denominado Filogrupo Centro-
Norte, mas em relacdo aos grupos a oeste da regido Central e na regido Sul, houve
concordancia somente entre o resultado obtido pelo BAPS e pela rede haplotipica. Esse
agrupamento sera considerado, uma vez que ele foi confirmado por duas anélises € 0 ®cr
gerado pela AMOVA foi um pouco superior. Esses filogrupos foram denominados Centro-
Oeste e Centro-Sul, respectivamente. Sendo assim, a estrutura filogeogréfica das populacdes

de Partamona helleri ndo foi totalmente recuperada.
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Figura 10. A) Agrupamentos populacionais inferidos através
da analise bayesiana implementada pelo programa BAPS. B)
Mapa indicando a localizagdo geogréfica das amostras. As

cores indicam o cluster em que cada populacdo foi agrupada.

39



40

Para verificar o nivel de variacéo por filogrupo, os indices de diversidade nucleotidica
foram estimados para os haplotipos de cada filogrupo individualmente. Foi verificada uma
diminuicdo da variacdo no sentido norte/sul, enquanto na regido central foi verificada
diminuicdo da variacdo no sentido costa/interior. Dessa forma, o « foi entdo calculado por
regido, considerando trés divisdes: norte, central e sul. A regido central foi subdividida em
costa e interior (Tabela 7). Na costa, estdo os haplétipos do grupo Centro-Sul localizados nos
estados do Espirito Santo e Rio de Janeiro e alguns haplétipos do grupo Centro-Oeste
amostrados no Espirito Santo; ja no interior, estdo os hapldtipos dos filogrupos Centro-Norte
e os haplotipos do Centro-Oeste amostrados nas localidades de Minas Gerais. Por fim, a
regido sul inclui os haplétipos do filogrupo Centro-Sul amostrados em localidades de Séo
Paulo, Parand e Santa Catarina (Figura 11). Os resultados também podem ser verificados pela

rede haplotipica (Figura 8A).

Tabela 7. indices de diversidade nucleotidica observados em amostras de P. helleri de diferentes

regiodes.
Regido 7 /sd
Norte 0,00959 + 0,00047
Central 0,00456 + 0,00017
Central/Costa 0,00361 + 0,00032
Central/Interior 0,00298 + 0,00034

Sul 0,0192 + 0,00010
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Figura 11. Mapa mostrando as localidades de cada filogrupo ao longo das regides norte, central e sul

da distribuicéo de P.helleri.

4.4. Demografia historica

Os testes de neutralidade Fs de Fu e R, apresentaram valores positivos e maiores que
zero, respectivamente, para os filogrupos Norte e Centro-Norte. J& para os filogrupos Centro-
Oeste e Centro-Sul, foi verificado um indicativo de expansao populacional, sendo o resultado
do Fs negativo e do R, proximo de zero, embora apenas o grupo Centro-Sul tenha apresentado
resultado significativo (Tabela 8).

O Coalescent Bayesian Skyline Plot (BSP) ndo foi realizado para as popula¢des do grupo

Norte, uma vez que ndo foi possivel recuperar como este esta estruturado. Para o grupo



42

Centro-Oeste, foi verificada uma reducdo do tamanho efetivo a partir de aproximadamente 10
mil anos, enquanto foi evidenciada uma estabilidade ao longo do tempo para o grupo Centro-
Sul (Figura 12); no entanto, estes resultados devem ser tratados com cautela, ja que houve
também um aumento nos intervalos de confianga. Estimativa quanto a demografia historica do
grupo Centro-Norte ndo pode ser realizada pelo BSP devido ao pequeno numero amostral

(N=10).

Tabela 8. Estimativa de variagdo no tamanho efetivo das populacGes de P. helleri através dos testes de

neutralidade Fs de Fue R,

Grupos Tamanho NumeroNde Fu's Es R,
amostral populacdes
Norte 32 12 3,3469 ™ 0,1313™
Centro-Norte 10 3 0,5676 ™ 0,1564 ™
Centro-Oeste 106 13 -1,1257 "™ 0,0662 ™
Centro-Sul 191 36 -27,9936** 0,0352*

* P<0,05; **P<0,00001; ™ nao significativo.
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Figura 12. Inferéncias do Coalescent Bayesian Skyline Plot (BSP) para a histéria demogréfica dos
grupos de populacdes de P. helleri baseada nas regiGes mitocondriais concatenadas (1508pb): A)
Grupo Centro-Oeste; B) Grupo Centro-Sul. A linha preta representa a mediana estimada e 0s

intervalos azuis mostram o limite inferior e superior de 95% de HPD (Highest Posterior Density).
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5. DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao das sequéncias

De acordo com os niveis de polimorfismo estimado, os genes CytB e COI foram o0s
mais variaveis dentre as trés regibes mitocondriais analisadas para P. helleri, sendo
verificados 40 haplétipos em amostras de 64 localidades (n=339) para o primeiro e 50
hapl6tipos em amostras de 67 localidades (n=347) para o segundo. O gene ribossomal 12S foi
0 menos variavel, tendo sido encontrados 15 hapl6tipos em amostras de 66 localidades
(n=344). A andlise de genes concatenados mostrou a presenca de 73 haplétipos nas 64
localidades amostradas (n=344), dos quais 61 séo exclusivos de localidade.

Os fragmentos génicos apresentaram alto indice de diversidade haplotipica e baixo
indice de diversidade nucleotidica. Quanto a diversidade haplotipica, tal valor se deve ao
namero elevado de haplétipos observados. Ja o baixo indice de diversidade nucleotidica para
0s genes mitocondriais de P. helleri sugere alta similaridade entre os haplétipos encontrados.
Valores similares foram reportados para outras espécies de meliponineos (Batalha-Filho et al.
2010, Luz 2011, Brito et al. 2013, Francisco et al. 2015, Cardoso 2016, Miranda 2016).

Segundo Miranda (2016), esses valores podem ser explicados pelo baixo acimulo de
mutacdes devido a recente origem das espécies do género Partamona. Esse mesmo autor,
comparando os valores de diversidade nucleotidica obtidos para duas espécies do género, P.
rustica e P. helleri, observou que a primeira possui valores inferiores ao da segunda, o que
seria explicado pela distribuicdo mais restrita e endémica apresentada por P. rustica, enquanto
P. helleri apresenta uma ampla distribuicdo ao longo de toda a Mata Atlantica. O indice de
diversidade nucleotidica obtido para P. ailyae (Cardoso 2016), outra espécie do género com
ampla distribuicéo, corrobora a justificativa apresentada por Miranda (2016), uma vez que tal

indice é superior ao apresentado por P. rustica e muito similar ao apresentado por P. helleri.



45

Quanto aos tipos de substituicbes observadas, o gene CytB apresentou um maior
numero de mutacdes ndo sindnimas (12) em relacdo ao COI (3). A maior parte das mutacoes
ndo sindnimas observadas no CytB resultou na troca entre Valina e Isoleucina. Ferreira
(2011) tambem verificou para P. helleri um maior nimero de muta¢Ges ndo sinbnimas nas
sequéncias do gene CytB. Para o gene COlI, a autora observou 12 sitios polimorficos, porém
nenhum que resulta em alteracdo de aminodacidos. Ja para o fragmento do gene CytB, ela
observou sete alteracbes de aminodcidos em quatro posicdes do fragmento génico, sendo
principalmente entre fenilalanina e leucina.

A composicdo nucleotidica tem alto percentual de A+T, o que corrobora com o descrito
na literatura para o genoma mitocondrial de Apis mellifera (Crozier & Crozier 1993) e de
meliponineos (Batalha-Filho et al. 2010, Luz 2011, Ferreira 2011, Cardoso 2016, Miranda

2016).

5.2. Estrutura populacional

As populagfes se mostraram altamente diferenciadas quando analisadas para genes
mitocondriais, sendo verificado através da AMOVA que 91,7% da variacdo genética séo
resultado da diferenciacdo entre as mesmas. Resultados semelhantes foram verificados em
estudos realizados com P. rustica (Miranda 2016) e P. ailyae (Cardoso 2016).

Em trabalhos anteriores realizados em nosso laboratério, algumas coldnias de P. helleri
foram analisadas para locos microssatélites. Tais analises foram realizadas por Ferreira (2011)
com as colbnias dos campi da USP de Ribeirdo Preto, USP de S&o Paulo e UFSCar de Séo
Carlos e por Bergamo (dados ndo publicados) em colonias do Estado de Minas Gerais (TEl,
SMA, SIL, TIR e VIC). Bergamo realizou uma andlise de variancia molecular (AMOVA)
considerando todas as col6nias analisadas por ela e por Ferreira (2011) e verificou que 8%

(¢st=0,08; P = 0,001) da variacdo total observada é variacao entre populacdes, 0 que mostra
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certo grau de diferenciacdo entre as mesmas. Além disso, a autora verificou divergéncia entre
os valores de ¢st observados para genes mitocondriais e para microssatélites, tendo o
primeiro apresentado maior estruturacdo do que o segundo. Diferencas entre estes valores
também foram reportadas para outras espécies de Partamona (Ferreira 2011, Cardoso 2016,
Miranda 2016). Quando comparados o valores de ¢sr estimados no presente trabalho para os
genes mitocondriais (COI, CytB e 12S) e o obtido por Bergamo para locos de microssatélites,
é possivel verificar um maior grau de diferenciacdo para os genes mitocondriais.

A analise de ¢st par a par estimou valores no geral bastante elevados, indicando alta
divergéncia entre pares de populacfes. Os valores que indicaram pouca divergéncia ndo foram
significativos ao nivel de 5%. Esses indices elevados indicam uma forte diferenciacdo e
sugerem fluxo génico baixo ou ausente entre as localidades analisadas. Tal resultado é reflexo
do alto nimero de hapldtipos exclusivos de localidade observados.

O teste de Mantel mostrou baixa correlacdo entre distancias genética e geografica,
indicando que pouco da diferenciacdo genética entre populacdes € representada pela distancia
geografica entre elas. Em um estudo realizado com P. ailyae, Cardoso (2016) também
verificou baixa correlacdo entre estas variaveis. Diferentemente, Miranda (2016) néo
observou evidéncia de isolamento por distancia em P. rustica, sendo os valores do teste de
Mantel nédo significativos.

A divergéncia entre os resultados de estruturacdo para 0s genomas mitocondrial e
nuclear, a alta diferenciacdo observada entre os pares de populagdes, bem como a baixa
correlacdo entre distancias genéticas e geograficas podem ser resultados de caracteristicas
inerentes as especies do género, tal como a dispersdo sexo-assimeétrica em que as fémeas
apresentam comportamento filopatrico, enquanto os machos constituem o sexo dispersor,

introduzindo material genético novo nas populagdes.
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A reproducéo das coldnias das espécies de abelhas sem ferrdo se da por enxamegaem,
onde a colonia-filha é fundada préxima a coldnia-mae, pois mantém com ela uma relacdo de
dependéncia por alimentos e operarias até que seja completamente estabelecida (Nogueira-
Neto 1954). Dessa forma, as futuras rainhas nao dispersam longas distancias no processo de
formacéo de uma nova col6nia (Engels & Imperatriz-Fonseca 1990). A filopatria das rainhas
de Partamona foi confirmada por Wille & Orozco (1975). As novas rainhas apresentam
capacidade de dispersdo limitada, migrando menos de 300 metros no processo de fundacao de
novas coldnias (Aradjo et al. 2004). Enquanto as fémeas de Partamona colonizam novas
areas, os machos realizam o papel de dispersores, promovendo o fluxo génico entre as
populacdes (Fernandes et al. 2012, Cardoso 2016, Miranda 2016).

Os resultados obtidos corroboram ainda com os resultados de estudos sobre ocupacéo de
area realizados em nosso laboratdrio com espécies do género Partamona (Fernandes et al.
2012, Cardoso 2016, Miranda 2016), inclusive com a espécie P. helleri (Ferreira 2011,
Miranda 2016), suportando a hipdtese de que um sitio de ocorréncia é ocupado por uma ou
poucas linhagens maternas, o que também é confirmado pela presenca de poucos haplotipos
por sitio e a o grande nimero de haplotipos Unicos e/ou exclusivos de localidades aqui

verificados.

5.3. Estrutura filogeografica

A estrutura filogeografica recuperada para a espécie P. helleri se mostrou bastante
complexa. A analise bayesiana implementada pelo programa BAPS e a analise filogenética
(IB) apontaram a existéncia de cinco filogrupos, porém, as analises ndo foram totalmente
concordantes quanto a alguns haplétipos de determinadas localidades estarem em um ou em
outro grupo. A AMOVA para trés niveis hierarquicos mostrou uma pequena diferenga nos
valores de ®cr obtidos para as duas possibilidades de agrupamento, sendo o maior valor

obtido para o resultado gerado pelo BAPS. A rede de hapl6tipos ndo foi totalmente
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concordante com os dois possiveis agrupamentos no que diz respeito as localidades ao norte
da distribuicdo (estado da Bahia). Quanto as demais localidades, a rede se mostrou
concordante com o agrupamento gerado no BAPS.

Ao que parece, as populacBes de P. helleri podem estar estruturadas em, pelo menos,
cinco filogrupos, embora a estrutura filogeografica dessas populacbes ndo tenha sido
claramente recuperada. Segundo as andlises (arvore filogenética, BAPS e rede de haplotipos),
os haplétipos das localidades ao norte podem estar agrupados em dois ou mais filogrupos,
enquanto aqueles distribuidos na regido central e sul parecem compor trés filogrupos que sdo
mais relacionados entre e si e distintos dos possiveis filogrupos das localidades do norte.

A regido norte detém a maior variacdo observada. Todas as localidades apresentaram
haplotipos exclusivos e, com excecdo de Cravolandia, todas apresentaram um Unico
haplo6tipo, o que mostra alta estruturacdo entre elas. Observando na rede, € possivel perceber
que esses haplétipos apresentam um padrao diferenciado dos demais no que diz respeito ao
nimero de passos mutacionais. Foram verificadas até 21 substituicbes entre os haplotipos
amostrados ao norte (SAL) e ao sul (PSE) da Bahia. Além disso, localidades proximas como
CNV e UNA também apresentam haplotipos que se distanciam geneticamente por 12 passos
mutacionais, 0 que mostra grande acimulo de mutacGes nas amostras desta regido. Esses
haplo6tipos também séo bastante diferenciados dos observados na regido central e na regido
sul. Parece haver lacunas filogenéticas pronunciadas tanto entre algumas localidades dentro
da prépria regido norte, como entre essa regido e a regido central.

Analisando fragmentos de genes mitocondriais por RFLP-PCR em colbnias de P.
helleri coletadas em cinco estados brasileiros (BA, ES, MG, SP e SC), Brito (2005) verificou
10 haplotipos pouco divergentes entre si, sete deles exclusivos de determinadas localidades.
As duas localidades amostradas no estado da Bahia apresentaram haplotipos exclusivos. Ja as

demais localidades, alem de haplotipos exclusivos, apresentaram haplotipos compartilhados
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inclusive entre os estados. A autora levanta a possibilidade de a diferenciacdo da populagéo
do norte ser devido ao baixo numero amostral coletado no estado da Bahia (N=3). Porém,
essa diferenciacdo, inclusive mais acentuada, pode ser verificada entre as 33 col6nias do
estado da Bahia e as demais aqui analisadas.

Em estudos com cromossomos B também foram verificados padrdes diferenciados em
populacdes de P. helleri do estado da Bahia. Analisando um grande ndmero de colénias do
presente trabalho ao longo de toda a distribuicdo da espécie, Machado (2016) verificou maior
frequéncia de cromossomos B nas populacdes ao norte. A diversidade de cromossomos B,
bem como a quantidade desses cromossomos por individuos também foram maiores nas
populacdes da Bahia (Martins et al. 2009, 2014).

O filogrupo Centro-Norte é composto por quatro hapl6tipos que se diferenciam um do
outro por até trés passos mutacionais. As amostras das localidades que constituem este
filogrupo, assim como aquelas do filogrupo Norte, ndo compartilnam haplétipos entre si. Qito
passos mutacionais separam os haplotipos mais préximos desse filogrupo e os do filogrupo
Centro-Oeste, com o qual € mais proximamente relacionado.

O filogrupo Centro-Oeste é composto por trés haplétipos compartilhados por, no
méaximo, trés localidades geograficamente proximas e outros 11 haplétipos exclusivos. No
geral, os haplotipos desse filogrupo se distinguem por um ou poucos passos mutacionais,
Duas localidades ao sul do Rio Doce (ITR e AFC), que na inferéncia filogenética ndo foram
incluidos nesse filogrupo, apresentam na rede hapl6tipos intermediarios ao filogrupo Centro-
Sul (H1, H36, H37 e H38), do qual se distanciam por até oito passos mutacionais. Na
localidade ITR, foi observado também H39, compartilhado por amostra de localidade ao sul
do Rio Doce (STE), mas que pertence ao filogrupo Centro-Sul. Nove passos mutacionais

separam H39 dos demais haplétipos de ITR. Considerando a rede de haplétipos e o resultado
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gerado pelo BAPS, esses dois filogrupos se sobrepdem ao sul do Rio Doce no estado do
Espirito Santo.

O filogrupo Centro-Sul ¢ o mais amplo e inclui, quase que completamente, as
localidades abaixo do Rio Doce até Santa Catarina. Nesse filogrupo foi observado um
haplotipo mais compartilhado (H5), presente em amostras de 10 localidades, das quais oito
estdo distribuidas entre Parana e Santa Catarina, uma no Rio de Janeiro e uma em Séo Paulo.
Também foi observado compartilhamento de outros haplotipos por localidades
geograficamente proximas, além da presenca de muitos haplotipos exclusivos. A maior parte
dos hapldtipos observados em S&o Paulo e em toda a regido Sul esta associada a H5 por um
ou dois passos mutacionais, apresentando essa regido a menor varia¢do observada. Porém, os
haplo6tipos observados nas localidades do Espirito Santo que estdo situadas abaixo do Rio
Doce, em duas localidades do Rio de Janeiro e em trés localidades do estado de Sdo Paulo
estdo ligados a haplotipos ndo amostrados (mv) situados no centro da rede. Nesses casos, a
diferenciacdo dos haplotipos € maior do que entre aqueles ligados a H5 e € possivel observar
pequenas estruturacdes entre grupos de haplétipos, geralmente de uma mesma localidade, que
sdo mais parecidos entre si e consideravelmente diferenciados dos demais (p. ex: H29, H31,
H32 e H33). A quantidade de variacdo entre essas localidades s6 ndo foi maior do que aquela
entre as localidades do norte.

A distribuicdo de hapl6tipos observada em P. helleri sugere que a espécie esteja
incluida na categoria | proposta por Avise (2000) para definir os padrdes filogeograficos. Tal
como a categoria I, é verificado grupos de haplétipos proximamente relacionados que se
distanciam uns dos outros por muitos passos mutacionais e que ocupam diferentes areas
geograficas, ou seja, estdo em alopatria. Porém, esse padrdo nédo foi verificado na regido norte,

uma vez que had grande acimulo de substituicdes entre grande parte dos hapldtipos das
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diferentes localidades. Caso essa regido seja realmente composta por diferentes filogrupos,
poderia ser confirmado o padrdo proposto na categoria I.

Espécies que se encaixam em tal padrdo apresentam linhagens alopatricas e com alta
diferenciacdo genética. Um cendrio historico que explicaria essa condicdo € a existéncia de
barreiras extrinsecas e duradouras ao fluxo génico. Entretanto, especialmente em espécies que
apresentam ampla distribuicéo, baixa capacidade de dispersdo e baixo fluxo génico, lacunas
filogenéticas pronunciadas podem estar ligadas a extin¢cbes de haplétipos intermediarios
(Avise 2000).

A espécie P. helleri apresenta ampla distribuicdo ao longo de toda a Mata Atlantica,
inclusive em parte do Cerrado de Minas Gerais. Além disso, como ja mencionado, as fémeas
possuem limitada capacidade de dispersdo, sendo o fluxo génico entre as populaces realizado
pelos machos. Diante destes fatos, as caracteristicas apresentadas pela espécie se enquadram
na explicacdo proposta por Avise (2000) de que as lacunas filogenéticas observadas podem
ser resultado da extin¢do de haplétipos intermediarios. Como observado na rede, ha muitos
median vectors ao longo da rede de hapl6tipos, e os mesmos podem ser biologicamente
interpretados como possiveis sequéncias existentes que ndo foram amostradas ou ainda como
sequéncias de um ancestral extinto (Bandelt et al. 1999). Como a amostragem do presente
estudo contempla toda a area de distribuicdo da espécie, a segunda alternativa parece mais
provavel.

Como ja mencionado, a ocupacao de area por fémeas de P. helleri se da por uma ou
poucas linhagens (Ferreira 2011, Miranda 2016) e o processo de reproducdo das coldnias
ocorre via enxameagem (Nogueira-Neto 1954). Miranda (2016) verificou que o aumento do
numero de colonias de P. rustica e P. helleri se da pela reproducdo das colbnias que
originalmente ocuparam determinada area e ndo pela chegada de novas fémeas, o que pode

ser observado pela ocorréncia de muitos haplotipos Unicos e exclusivos de localidades.
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Portanto, quando uma linhagem rara ocupa determinada area, tal evento pode reproduzir as
condicdes de um efeito fundador (Miranda 2016). Com o passar das geracdes, 0 acimulo de
mutacdes entre linhagens distintas que ocupam diferentes areas geogréaficas e ainda a perda de
haplotipos intermediarios pode contribuir para o aparecimento de lacunas filogenéticas entre
populacdes de diferentes areas, principalmente em se tratando de areas geograficamente
distantes e de ocupacao realizada por fémeas de linhagens raras. O padrdo de diferenciacédo
observado nas populacdes ao norte sdo bons indicativos de que essa hipdtese seja verdadeira,
uma vez que sao encontradas profundas lacunas filogenéticas entre localidades que parecem
ndo apresentar grandes barreiras ao fluxo génico. As localidades na parte costeira da regido
central apresentam caracteristicas semelhantes as do norte, porém bem menos intensas.

A possibilidade de que a fragmentacdo histdrica da Mata Atlantica devido as glaciacdes
ocorridas no Pleistoceno tenha ajudado a moldar a distribuicdo geogréafica das linhagens de P.
helleri ndo pode ser descartada. Nesse caso, grupos de populac@es teriam ficado isolados em
refigios de mata enquanto as savanas se expandiam, aumentando ainda mais as diferencas
genéticas entre eles. A diferenciacdo observada entre e dentro dos filogrupos Centro-Norte,
Centro-Oeste e a parte sul do filogrupo Centro-Sul pode ser um indicativo do isolamento entre
eles, uma vez que se observa haplétipos pouco divergentes dentro dos grupos e muita
divergéncia entre um grupo e outro.

Segundo Carnaval & Moritz (2008), durante o Ultimo Maximo Glacial (UMG), o bioma
Mata Atlantica foi mais estavel nas por¢des central e norte, enquanto a porc¢do sul foi mais
instavel nesse mesmo periodo. Dessa forma, ao contrario das porcdes central e norte, a por¢éo
sul reteria menor diversidade genética. Estudos com organismos da Mata Atlantica
corroboram essa hipotese (Cabanne et al. 2008, Carnaval et al. 2009, d’Horta et al. 2011).
Nesse caso, a maior variagdo encontrada nas populacdes de P. helleri ao norte e na parte na

central (principalmente no estado do Espirito Santo) e a menor variagdo observada ao sul do
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bioma poderiam ser influenciadas por essas zonas de estabilidade e instabilidade ocorridas
durante as mudancas climaticas no UMG. No entanto, existe uma dificuldade quanto a essa
hipdtese, pois a espécie em estudo apresenta ampla plasticidade no que diz respeito a locais de
nidificacdo, tolerdncia a grandes variagcdes na temperatura e de ambientes modificados. Além
do mais, ela ndo parece apresentar grande dependéncia de floresta, tendo distribuicdo também
em areas de Cerrado e sendo facilmente encontrada em ambientes urbanos, principalmente em
zonas rurais.

Novas andlises se fazem necessarias para que o padrdo filogeografico da espécie P.

helleri seja melhor estabelecido.

5.4. Inferéncias demogréficas

Né&o foi possivel inferir sobre possiveis flutuagdes no tamanho efetivo das populacGes
de todos os filogrupos; ademais, para aqueles filogrupos onde as analises foram realizadas, 0s
resultados obtidos ndo estdo em total concordancia. Dessa forma, as informagOes sobre
histéria demografica da espécie ndo foram conclusivas.

Os testes de neutralidade Fs de Fu e R, ndo foram significativos para os filogrupos
Norte, Centro-Norte e Centro-Oeste. Entretanto, para o filogrupo Centro-Sul foram
verificados valores negativos e significativos para o teste Fs de Fu e valores proximos de zero
para o teste Ry, 0 que sugere expansdo populacional recente. A rede observada na Figura 8A
apresenta formato de estrela para os haplétipos deste filogrupo, principalmente no que diz
respeito aos haplétipos verificados na regido sul. Segundo Avise (2000), redes com formato
de estrela, onde ocorrem um ou mais haplétipos comuns localizados no centro, do(s) qual (is)
derivam haplétipos mais raros, divergindo por um ou poucos passos mutacionais, Sdo
indicativos de expansdo populacional. Nos demais filogrupos, a rede ndo apresenta sinal de

expansao.
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A analise BSP evidenciou estabilidade no tamanho efetivo populacional nos filogrupos
Centro-Oeste e Centro-Sul. Apesar de o BSP ser uma metodologia mais robusta para detectar
flutuacGes no tamanho populacional ao longo do tempo, as andlises para os dois filogrupos
apresentaram aumento nos intervalos de confianca préximo ao presente, o que faz com os
resultados dessa analise devam ser considerados com cautela.

Diante disso, é provavel que o filogrupo Centro-Sul esteja em expansdo populacional;
quanto ao filogrupo Centro-Oeste, ndo foi possivel extrair conclusdes consistentes a este
respeito. Considerando a hipétese proposta por Carnaval & Moritz (2008), seria esperado um
sinal de expansdo mais acentuado nas populacdes ao sul devido a instabilidade observada

nessa regido durante o UMG.

5.5. Hipotese sobre a origem e dispersdo da espécie

A partir da anélise da rede haplotipica e dos indices de diversidade nucleotidica, foi
observado que a distribuicdo da variagdo foi gradualmente diminuindo do norte em direcdo ao
sul. Ou seja, os hapldtipos das localidades ao norte apresentaram maior variagdo, 0S
hapl6tipos amostrados na parte central apresentaram variacdo intermediaria, enquanto uma
menor variacdo foi observada nos hapl6tipos identificados nas amostras da regido sul. A rede
apresentou varios hapl6tipos extintos ou ndo amostrados (mv) principalmente entre aqueles
encontrados nas localidades das regifes norte e central, principalmente no sul do Espirito
Santo.

A grande variagdo apresentada pela regido norte e ainda a possivel perda de haplétipos
intermediarios ao longo das geragdes pode ser um indicativo de que essas populacdes sejam
as mais antigas, podendo ter sido este o ponto de origem da espécie. Analisando ainda a
variacdo retida na regido central, é possivel observar pela rede haplotipica que ela é maior

entre os haplotipos da parte costeira em relacdo aos do interior. Também existe nessa regiao
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um elevado ndmero de haplodtipos extintos ou ndo amostrados (mv). Sendo essa Suposi¢cdo
verdadeira, a espécie P. helleri teria sua origem na regido norte, dispersando pelo litoral para
regido central, de onde partiram diferentes linhagens que colonizaram o interior da regido
central e a regido sul. Os haplotipos encontrados nas localidades ITR e AFC (H1, H36, H37 e
H38) séo intermediarios entre os filogrupos Centro-Oeste e Centro-Sul e podem ser mais um
indicativo de que a colonizacdo na regido central possa ter ocorrido da costa para o interior.

Como ¢ possivel observar na rede e no mapa com a distribuicéo das localidades (Figura
8), existem haplétipos do filogrupo Centro-Oeste (H24, H25 e H42) amostrados ao norte do
Rio Doce nas localidades GVL e JAG. Esses hapl6tipos sdo mais derivados em relacdo aos
demais desse filogrupo observados no interior de Minas Gerais e sugerem que as linhagens
que teriam colonizado o interior estariam recolonizando a parte costeira da regido central.
Dado o baixo nimero de localidades (2) e de colénias (7) amostradas ao norte do Rio Doce,
ndo foi possivel definir se também ocorrem nesta area hapl6tipos mais relacionados aos
observados ao sul do Espirito Santo.

Se a hipotese de dispersdo norte/sul é verdadeira, a expansdo verificada pelas analises
demogréficas e pela rede haplotipica no filogrupo Centro-Sul, principalmente nas localidades
mais ao extremo sul, € esperada uma vez que a ocupacdo dessa regido seria mais recente.

Apesar do cromossomo B apresentar seu proprio padrao de evolucdo, Machado (2016)
encontrou variacao geografica nas frequéncias de cromossomos B em populagdes de P. helleri
que se assemelham a distribuicdo da variacdo aqui observada. As frequéncias do cromossomo
B diminuiram do norte em direcdo ao sul e, na regido central, assim como observado nesse
estudo, a frequéncia foi maior no Espirito Santo, seguido por Minas Gerais. A autora sugere a
hipdtese de que os cromossomos B tenham surgido em um grupo ancestral das especies de

Partamona que o apresentam. Sendo assim, esse cromossomo ja estaria presente na espécie P.
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helleri quando essa se originou. Nesse caso, as popula¢des do norte seriam mais antigas e por
isso reteriam maior frequéncia desses cromossomos, diminuindo em direcéo ao sul.

Segundo a filogenia proposta para o género Partamona (Pedro & Camargo 2003,
Camargo e Pedro 2003), as espéecies mais basais estdo distribuidas desde o México até a
Floresta Amazonica brasileira e eventos vicariantes datados do Cretdceo podem explicar a
divergéncia entre algumas espécies. Segundo Amorim e Pires (1996), conexdes entre as
bacias do Parnaiba e Parana, evento vicariante datado no Cretdceo médio, teria separado a
regido atlantica das demais regibes amazonicas. Se as primeiras espécies do género se
originaram nas regides da América Central, andinas e amazonicas, é possivel que a espécie P.
helleri tenha tido sua origem no norte da distribuicdo atlantica, apds o evento vicariante que

separou as porcdes atlantica e amazonica, dispersando posteriormente até o sul desse bioma.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nesse estudo mostraram que as populacdes de P. helleri s&o
altamente estruturadas quando analisadas para genes mitocondriais. Os dados indicam que
existam, no minimo, cinco filogrupos e que o padrdo filogeografico dessa espécie foi
fortemente influenciado por caracteristicas como baixa capacidade de dispersao, baixo fluxo
génico, filopatria das fémeas, reproducdo de colonias por enxameagem e ainda a forma de
ocupacdo de &rea apresentada pela mesma. Os achados sugerem ainda que as glacia¢des do
Pleistoceno, juntamente com as caracteristicas j& mencionadas, podem ter contribuido para
moldar a atual distribuicdo das linhagens. Foi detectada uma possivel expansdo no tamanho
efetivo populacional do filogrupo Centro-Sul; quanto aos demais filogrupos, ndo foi possivel
fazer inferéncias acerca de flutuagdes demograficas. Os resultados também permitiram inferir
uma hipétese sobre a origem e dispersao da espécie que pode ter ocorrido do norte em direcdo
ao sul. Além disso, foi possivel verificar a confirmacao da hipo6tese de que a ocupacdo de area
por Partamona se da pela chegada de uma ou poucas fémeas fundadoras, hipdtese esta que
vem sendo testada e confirmada em nosso laboratorio para diferentes espéecies do género.

Poucos sdo os estudos filogeograficos envolvendo abelhas, principalmente as da tribo
Meliponini. Uma vez confirmado o padrdo filogeografico aqui sugerido, esses resultados
podem representar um grande avancgo para estudos filogeogréaficos com abelhas desta tribo,
uma vez que praticamente todas as caracteristicas que parecem influenciar no padrdo
filogeografico de P. helleri sdo também comuns a outras espécies. No entanto, novas analises
s80 necessarias para que a historia evolutiva da espécie P. helleri seja compreendida de forma
mais completa.

A utilizacéo da filogeografia multilocos parece ser uma boa alternativa para alcancar tal
objetivo. Os marcadores nucleares parecem apresentar robustez na reconstrucdo da historia

evolutiva das espécies e, alem do mais, atualmente tém sido desenvolvidos algoritmos que se
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adaptam aos problemas relacionados com o uso desses marcadores (Brito & Edwards 2009).
Inclusive, o gene nuclear Fator de Elongacdo da Traducdo (EFla) (Kawakita et al. 2003) foi
padronizado para P. helleri por Miranda (2012). Outros genes nucleares também vém sendo
testados em nosso laboratorio. Como ja mencionado, a espécie em estudo apresenta dispersao
sexo assimétrica, em que o fluxo génico € realizado pelos machos enquanto as fémeas
apresentam comportamento filopatrico e o uso de marcadores nucleares incluiria aos
resultados a contribuicdo dos machos para a historia evolutiva.

Com maior quantidade de informacdes genéticas, existe maior possibilidade de a
reconstrucdo filogenética apresentar melhor resolucdo, o que permitiria uma compreensdo
mais consistente sobre como as linhagens estdo organizadas e ainda se ha congruéncia entre
as mesmas e sua distribuicdo espacial. Dessa forma, seria possivel tirar conclusdes mais
robustas sobre a atual organizacdo da estrutura genética das populacdes de P. helleri. Uma
filogenia bem resolvida ainda seria util para confirmacdo sobre a hipotese de origem e
dispersdo aqui proposta, uma vez que poderiam ser realizadas inferéncias sobre linhagens
mais recentes e mais antigas.

Com as linhagens bem definidas, seria possivel estimar o tempo de divergéncia entre
elas. Uma vez conhecida onde e quando a divergéncia ocorreu, é possivel, através de
associacfes com conhecimentos geoldgicos e climaticos, por exemplo, a compreensdo de
como a diversificacdo das linhagens pode ter ocorrido (Miyaki 2009), o que permitiria
verificar se esses eventos séo congruentes com 0 UMG.

Por fim, ainda poderia ser sugerida a modelagem de nicho ecoldgico para identificar
areas potenciais para distribuicdo da espécie tanto no presente como no passado, durante o
Ultimo Inter Glacial (120 ka), Ultimo Maximo Glacial (21 ka) e Médio Holoceno (6 ka). Essa
analise poderia ajudar a melhor compreender se a fragmentacdo de habitat durante os ciclos

glaciais interferiram na atual distribuigéo das linhagens de P. helleri.
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APENDICE

Tabela 9. Distribuicdo dos hapl6tipos nas localidades amostradas.

: Haplotipos

UF  Localidade Cod. COl CytB 12S Concatenados
Salvador SAL2 1 1 1 57
Salvador SAL3 1 1 1 57
Salvador SAL4 1 1 1 57
Salvador SAL5 1 1 1 57
Salvador SAL6 1 1 1 57
Salvador SAL7 1 1 1 57
Salvador SALS8 1 1 1 57
Salvador SAL9 1 1 1 57
Salvador SAL10 1 1 1 57
Cravolandia CRA1 2 2 2 18
Cravolandia CRAZ2 2 2 2 18
Cravolandia CRA3 2 2 2 18
Cravolandia CRA4 2 2 2 18
Cravolandia CRA5 2 3 2 19
Jequié JEQ1 4 5 2 43
Jequié JEQ2 4 5 2 43
Jequié JEQ3 4 X 2 X

BA Jequié JEQ4 4 5 2 43
Apuarema APU1 3 4 2 6
Jitalina JIT1 3 X 2 X
Jitalina JIT2 3 X 2 X
Camamu CMU1 5 6 2 16
Ubata UBA1 6 5 2 67
Uruguca URU1 7 7 2 69
Uruguca URU2 7 7 2 69
Itapevi ITP1 10 10 4 35
Itapevi ITP2 10 10 4 35
Uma UNA1 8 8 2 68
Canavieiras CNV1 9 9 3 17
Canavieiras CNV2 9 9 3 17
Porto Seguro PSE1 X 11 X X
Porto Seguro PSE2 11 11 5 54
Porto Seguro PSE3 11 11 5 54
Porto Seguro PSE4 11 11 5 54
Caravelas CAR1 12 12 5 14
Caravelas CAR2 12 12 5 14
Itambacuri ITEL 13 13 3 28
Carlos Chagas CCH1 13 14 3 15
Rio Vermelho RIV1 13 15 3 55

MG Rio Vermelho RIV3 13 15 3 55
Rio Vermelho RIV10 13 15 3 55
Rio Vermelho RIV15 13 15 3 55




MG

Rio Vermelho
Rio Vermelho
Rio Vermelho
Rio Vermelho
Porto Firme
Porto Firme
Porto Firme
Porto Firme
Porto Firme
Porto Firme
Porto Firme
Porto Firme
Paraopeba
Paraopeba
Paraopeba
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Silvestre
Teixeira
Teixeira
Teixeira
Teixeira
Teixeira
Tiradentes
Tiradentes
Tiradentes
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigosa
Vicosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa
Vigosa

RIV23
RIV11
RIV29
RIV99
POR1
POR2
PORS3
POR4
PORS
PORG6
PORY
PORS

PPB1065
PPB1063
PPB1064

SIL35
SIL36
SIL37
SIL38
TEI9
TEI10
TEI11
TEI12
TEI13
TIR59
TIR60
TIR61
VIC14
VIC15
VIC16
VIC17
VIC18
VIC19
VIC20
VIC21
VIC22
VIC23
VIC24
VIC25
VIC26
VIC27
VIC28
VIC29
VIC30
VIC32
VIC33

15
16
16
15
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
29
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55
56
56
55
52
52
52
52
52
52
52
52
53
53
53
59
59
59
59
65
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53
53
53
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59
59
59
59
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59
59
59
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59
59
59
59
59
59
59
65
65

73



MG

Vigosa/UFV VIC1 29 19 3 52
Vicosa/UFV VIC2 31 19 3 59
Vigosa/UFV VIC3 31 19 3 59
Vigosa/UFV VIC4 31 19 3 59
Vigosa/UFV VIC5 31 19 3 59
Vicosa/UFV VIC31 31 19 3 59
Vigosa/UFV VIC56 31 19 3 59
Vigosa/UFV VICS57 31 19 3 59
Vigosa/UFV VIC58 29 19 3 52
Vicosa/UFV VIC590 29 19 3 52
Vigosa/UFV VIC591 29 19 3 52
Vicosa/UFV VIC603 31 19 3 59
Vigosa/UFV VICFA 31 19 3 59
Vicosa/UFV VICG15 31 19 3 59
Vicosa/UFV VICSN 31 19 3 59
Vicosa/UFV VICSN2 31 19 3 59
Séo Miguel do Anta SMA39 31 19 3 59
S&o Miguel do Anta SMA40 31 19 3 59
Séo Miguel do Anta SMA41 31 19 3 59
S&o Miguel do Anta SMA42 31 19 3 59
Séo Miguel do Anta SMA43 32 19 3 60
S&o Miguel do Anta SMA44 32 19 3 60
Séo Miguel do Anta SMA45 32 19 3 60
S&o Miguel do Anta SMA46 32 19 3 60
Séo Miguel do Anta SMAA47 32 19 3 60
S&o Miguel do Anta SMA48 32 19 3 60
Séo Miguel do Anta SMA49 32 19 3 60
S&o Miguel do Anta SMA50 32 19 3 60
Séo Miguel do Anta SMA51 32 19 3 60
S&o Miguel do Anta SMA52 32 19 3 60
Séo Miguel do Anta SMAS53 32 19 3 60
S&o Miguel do Anta SMA54 32 19 3 60
Séo Miguel do Anta SMAD55 32 19 3 60
Muzambinho MUZ1 18 33 3 50
Muzambinho MUZ2 18 33 3 50
Muzambinho MUZ3 18 33 3 50
Muzambinho MUZ4 18 33 3 50
Muzambinho MUZ5 18 33 3 50
Muzambinho MUZ6 18 33 3 50
Muzambinho MuUZzZ7 18 33 3 50
Muzambinho MUZ8 18 33 3 50
Muzambinho MUZ9 18 33 3 50
Muzambinho MUZ10 18 33 3 50
Muzambinho MUZ12 18 33 3 50
Muzambinho MUZ13 18 33 3 50

VAL1 30 30 3 71
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36
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SP

Itarana ITR15 23 22 6 37
Santa Tereza STE2 19 25 3 62
Santa Tereza STE3 19 24 3 39
Santa Tereza STE4 19 24 3 39
Santa Tereza STES 24 26 6 63
Santa Tereza STE6 24 26 6 63
Santa Tereza STE7 24 26 8 64
Santa Tereza STES8 24 26 6 63
Santa Tereza STE9 24 26 6 63
Santa Tereza STE12 19 24 3 39
Governador Lindenberg GVL1 16 18 3 24
Governador Lindenberg GVL3 16 18 3 24
Governador Lindenberg GVL5 16 18 3 24
Governador Lindenberg GVL7 16 18 3 24
Governador Lindenberg GVL9 17 18 3 25
Afonso Claidio AFC1 27 28 3 1
Afonso Claudio AFC2 27 28 3 1
Alfredo Chaves ALF5 25 20 3 2
Jaguaré JAG1 15 17 3 42
Linhares LIN2 19 20 6 47
Linhares LIN3 19 20 6 47
Linhares LING 19 20 6 47
Linhares LINS 19 20 6 47
Linhares LIN9 19 20 6 47
Parati PAR1 38 32 9 51
Cachoeira do Macacu CAM1 36 35 3 11
Petropolis PET1 19 X X X
Petrdpolis PET2 19 X X X
Marica MAR1 19 20 9 5
Marica MAR3 37 20 9 48
Marica MAR4 19 20 9 5
Marica MARS 37 36 9 49
Aldeia Velha ALV1 35 34 3 3
USP/Ribeirdo Preto URP1 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP4 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP5 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP9 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP10 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP11 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP13 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP16 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP17 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP18 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP19 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP20 34 32 3 66
USP/Ribeirdo Preto URP21 34 32 3 66
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USP/Ribeirdo Preto
USP/Ribeirdo Preto
USP/Ribeirdo Preto
USP/Ribeirdo Preto
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Séo Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
USP/Sé&o Paulo
UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
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UFSCar/Séo Carlos
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UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
UFSCar/Séo Carlos
Sao Sebastido
Batatais

Itanhaém

Itanhaém

Itanhaém

Itanhaém

Itanhaém
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Itanhaem ITNG 40 37 9 34
Itanhaém ITN7 40 37 9 34
Itanhaém ITN8 40 37 9 34
Itanhaém ITN9 40 37 9 34
Itanhaém ITN10 40 37 9 34
Itariri ITRR1 40 37 9 34
Itariri ITRR2 19 38 9 41
Itariri ITRR3 19 38 9 41
Itariri ITRR4 19 38 9 41
Itariri ITRR5 19 38 9 41
Itariri ITRR6 19 38 9 41
Itariri ITRR7 41 20 9 40
Itariri ITRR8 41 20 9 40
Itariri ITRR9 41 20 9 40
Itariri ITRR1I0 41 20 9 40
Iguape IGP1 42 20 9 26
Iguape IGP2 19 20 9 5
Iguape IGP3 19 20 9 5
Iguape IGP4 42 20 9 26
Iguape IGP5 42 20 9 26
Iguape IGP6 42 20 9 26
Iguape IGP7 19 32 9 27
Iguape IGP8 19 32 9 27
Iguape IGP9 19 32 9 27
Iguape IGP10 19 32 9 27
Pedro de Toledo PDT1 41 20 9 40
Pedro de Toledo PDT2 41 20 9 40
Pedro de Toledo PDT3 41 20 9 40
Guaraguecaba GUA1 43 20 9 21
Guaraquegaba GUA2 19 20 9 5
Guaraguecaba GUA3 43 20 9 21
Guaraquegaba GUA4 44 20 9 22
Guaraguecaba GUAbL 19 20 9 5
Guaraquegaba GUAG6 45 20 9 23
Antonina ANT1 19 39 9 4
Antonina ANT?2 19 20 9 5
Antonina ANT3 19 39 9 4
Antonina ANT4 19 20 9 5
Antonina ANT5 19 20 9 5
Antonina ANT6 19 20 9 5
Antonina ANT7 19 20 9 5
Antonina ANTS 19 20 9 5
Matinhos MAT1 19 20 9 5
Matinhos MAT?2 19 20 9 5
Matinhos MAT3 19 20 9 5
Guaratuba GRT1 19 20 9 5
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Guaratuba GRT2 19 20 9 5
Guaratuba GRT3 19 20 9 5
Morretes MOR1 43 20 9 21
Telémaco Borba TLM1 34 32 3 66
Telémaco Borba TLM2 34 32 3 66
Telémaco Borba TLM3 34 32 3 66
Rio do Sul SIG1 48 20 9 58
Rio do Sul SIG2 19 20 9 5
Rio do Sul SIG3 19 20 9 5
Rio do Sul SIG4 19 X 9 X
Joinville JOI1 36 20 9 44
Joinville JOI2 36 20 10 45
Joinville JOI3 46 20 9 46
Joinville JOI4 36 20 10 45
Joinville JOI5 19 20 9 5
Joinville JOI6 46 20 9 46
Joinville JOI7 36 20 9 44
Joinville JOI8 36 20 9 44
Joinville JOI9 36 20 9 44
Joinville JOI10 36 20 9 44
Botuvera BTV1 19 20 11 10
Guabiruba GBR1 19 20 11 10
Gaspar GAS1 19 40 12 20
Massaranduba MSS1 19 20 9 5
Floriandpolis FLO1 49 X 13 X
Blumenau BLU1 19 20 11 10
Pomerode POM1 19 20 9 5
Araquari ARQ1 47 20 9 8
Armazém ARM1 50 32 14 7
Armazém ARM?2 50 X 15 X

X: Problema no sequenciamento.
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Figura 13. Rede de haplétipos do gene COI verificados em 347 amostras da espécie P. helleri
coletadas em 67 localidades. As cores identificam os filogrupos gerados pelo BAPS. Os tracos
indicam os passos mutacionais entre os hapl6tipos. Nenhum trago equivale a um passo mutacional.

Dois tracos na diagonal indicam mais de quatro passos mutacionais.

HI1

HS

Figura 14. Rede de haplétipos do gene 12S verificados em 344 amostras da espécie P. helleri

coletadas em 66 localidades. As cores identificam os filogrupos gerados pelo BAPS. Os tragos
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indicam os passos mutacionais entre os haplétipos. Nenhum traco equivale a um passo mutacional.

Dois tragos na diagonal indicam mais de quatro passos mutacionais.

. HI6

Figura 15. Rede de haplétipos do gene CytB verificados em 339 amostras da espécie P. helleri
coletadas em 64 localidades. As cores identificam os filogrupos gerados pelo BAPS. Os tragos
indicam os passos mutacionais entre os hapl6tipos. Nenhum trago equivale a um passo mutacional.

Dois tragos na diagonal indicam mais de quatro passos mutacionais.



