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RESUMO

Caracteristicas inerentes a biologia dos diferegutieggos de abelhas podem afetar como uma
determinada area serd ocupada e isso pode infiredaietamente a genética de suas
populacdes no longo prazo. No Brasil, poucos sdestsglos que tratam da variabilidade e
estrutura genéticas das populagfes naturais deasbelssim como os niveis de diferenciacao
entre as populacbes de abelhas eussociais. O geaelamonacompreende 33 espécies
descritas, distribuidas do sul do México ao suBdasil. Partamona ailyaeocorre nas matas
Uumidas do sudoeste da Amazobnia, regido centralrdsilB regides xéricas do Piaui. A sua
grande distribuicdo, bem como a capacidade de oeuplientes tdo heterogéneos, despertou
nosso interesse em utilizBr ailyaecomo modelo de estudo. O objetivo deste trabalho fo
analisar o processo de ocupacao nos diversos géiosorréncia de. ailyae a genética de
suas populagdes e o fluxo génico interpopulacicadikionalmente, conhecer um pouco da
histéria natural da espécie. Foram realizadaseifeedi¢des, sendo visitadas 41 localidades
de 10 estados brasileiros. Dentre estas localidadesapenas 17 foram encontradas colbnias
ativas deP. ailyag sendo coletados espécimes de 75 ninhos. Partfimd@nas linhagens
mitocondriais presentes nas localidades amostratias) regides génicas foram utilizadas
(COl, CytB, 12S, 16S e COI-COIl). Os niveis de palifismo estimados neste estudo
mostraram COl como a regido mais variavel (11 hggaé), seguido de CytB (sete
haplétipos). Para os genes ribossomais, apenamasgamostras foram analisadas, pois
foram identificadas poucas diferencas entre asésmips. Todas as 31 amostras analisadas
para 0 gene 12S apresentaram repeticao/inserc&@ma® bases a partir da posicédo 25 da
sequéncia, resultado ndo observado nas demaisaespé@artamonaanalisadas. Os genes
que forneceram maiores informagdes (COIl e CytBgréimn suas sequéncias concatenadas
(1114pb) e para estas regides, foram observadoshaf®dtipos; destes, dois foram
compartilhados e 11 caracterizados como exclusiedecalidades. A AMOVA demonstrou

que 94,3% da variacdo genética € resultado deedifas interpopulacionais, revelando uma
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elevada diferenciacéo entre as populagdes anaigdda= 0.9426; P = 0,000). Além disso,
um individuo de cada coldnia foi analisado para ttos microssatélites, delineados para
Melipona bicolore Partamona helleri As populacbes apresentaram moderada diferenciacao
interpopulacional st = 0,1491; P = 0,000). A analise de agrupamentatiiitsou quatro
grupos por meio dAK como sendo o modelo ideal, e através do STRUCTURE
verificado que todos os individuos das respecingmilacées tém probabilidade de pertencer
a mais de um grupo, corroborando o “Assignment,testjual indicou que apenas 50% das
amostras foram corretamente identificadas a sual@acgo de origem. Foi realizada analise
da segregacdo fenotipica nas progénies de vamb®sg)i revelando uma estrutura familial
monoginica/monandrica. Para os dados mitocondriaigeste de Mantel mostrou uma
correlacdo significativa entre distancia genéticalistancia geografica (r = 0,2589; P =
0,0231). Ja para os dados nucleares, esse tesiadiému correlacédo significativa entre as
distancias genéticas e geograficas (r = 0,2090;0F0610). Os testes de Fs de Fu e R2 ndo
apresentaram valores significativos. Na andlisBdgesian Skyline PIdBSP), naoforam
observadas oscilagbes marcantes no tamanho etigts/populacdes de. ailyae indicando
estabilidade populacional ao longo do tempo constieOs valores d@st estimados para
genes mitocondriais e para os microssatélites f@@mparados, sendo detectadas evidéncias
de dispersédo sexo-assimétrica, em que as fémeas sé&eponsaveis pela ocupacao de areas,
e 0s machos constituem o sexo dispersor. Além ds&o apresentados alguns aspectos

relevantes da histdria natural Beailyae

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo, colonizagdo, estrutura genétdiéerenciacdo

populacional, marcadores moleculares.
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ABSTRACT

Particular biological features of different bee e can affect how a certain area will be
occupied by them and this can affect directly teaaiics of their populations over the long
term. In Brazil, there are few studies about gesr@ation and genetic structure of bee natural
populations, as well as on the genetic differeintiatevels between eusocial bee populations.
The Partamonagenuscomprises 33 species, distributed from Southerniddeto Southern
Brazil. Partamona ailyag the model species of this study, occurs in raedts of
Southwestern Amazonia, Central Brazil and xeridamg) of Piaui. Its wide distribution, as
well as the ability to occupy such heterogeneowsr@mments, piqued our interest to taRe
ailyae as a study model. This work aimed to analyze ttwijpation process at thie ailyae
occurrence sites, population genetics and interdatipnal gene flow, and the natural history
of this species. Eight expeditions were carried antl 41 localities of 10 states of Brazil were
visited. Among them, active colonies Bf ailyae were found only in 17 localities, being
collected specimens of 75 nests. To identify thevchiondrial lineages present in the sampled
colonies, five gene regions were used (COI, CytB5$,116S and COI-COIl). Estimates of
polymorphism levels showed COI and CytB as the mwasiable regions (11 and seven
haplotypes, respectively). For the ribosomal gemedy a few samples were analyzed,
because few differences were identified among #tuences. All the 31 samples analyzed
for the 12S showed a five bases insertion stafftiogn the position 25 of the sequence, a
result not observed in othBartamonaspecies. The most informative genes (COI and CytB)
had their sequences concatenated (1114pb). Fa thgsons, 13 haplotypes were observed,
two of them were shared and 11 characterized akisxe of localities. The AMOVA
showed that 94.3% of the gene variation is duenterpopulacional differences, revealing a
high differentiation among the population®s¢ = 0.9426; P = 0.000). In addition, one
individual from each colony was analyzed for eigbterologous microsatellite loci designed

from Melipona bicolor and Partamona helleri. A moderate and statistically significant
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interpopulational genetic differentiatiopsf = 0.1491; P = 0.000) was found. The cluster
analysis identified four groups K as the ideal model, and STRUCTURE software showed
that all individuals could belong to more than gmeup, corroborating the “Assignment test”,
which indicated that only 50% of the samples weoerertly assigned to their original
population. Phenotypic segregation analysis walizeghin some offsprings, revealing a
monoginic/monandric familial structure. From theeohondrial data, the Mantel test showed
a significant correlation between genetic distaand geographic distance (r = 0.2589; P =
0.0231), whereas on basis of the nuclear dataMduetel test did not indicate significant
correlation between genetic distance and geogragikiance (r = 0.2090; P = 0.0610). Fu’'s
Fs and R2 tests did not show significant valueg Bayesian Skyline Plot analysis (BSP) did
not show significant fluctuations in the effectigeze populations oP. ailyae indicating
population stability over time. The values ¢fr estimated for mitochondrial genes and
microsatellites were compared, being detected acelef sex-asymmetric dispersal, in which
females are responsible for the areas occupatimh, nzales constitute the disperser sex. In

addition, some relevant aspects of the naturabihyisif P. ailyaeare shown.

Keywords: stingless bees, colonization, genetic structurepufation differentiation,

molecular markers.



1. INTRODUCAO

A Ordem Hymenoptera constitui um dos grupos maisrdificados da Classe Insecta
(Engel & Grimaldi 2004), agrupando cerca de 125.8§0€écies descritas (Brusca & Brusca
2007). A Ordem reune, dentre outros organismofrasigas, vespas e abelhas, os quais sao
utilizados como organismos modelo para estudosodimbds por apresentarem algumas
particularidades, tais como a presenca do sisteapkdiploide de determinacdo do sexo e
diferentes niveis de organizacao social (MicheQ&72

O sistema haplodiploide por partenogénese arread0®ca forma ancestral de
determinacdo do sexo compartilhada pela maioriahitoenopteros. Isso significa que os
ovulos fertilizados déao origem a fémeas diploidesaghos hapldides desenvolvem-se a partir
de oOvulos nédo fertilizados (Trivers & Hare 1976,irhgel & Boer 2008). Desta forma, a
gametogénese nas fémeas ocorre com a meiose mdsun gametas haploides, enquanto
nos machos este processo nao tem carater reducional

Entretanto, estudos mostraram que 0 sexo nestemismgps nao € determinado
somente pelo nivel de ploidia. Segundo Heimpel &B@008), o locasd (complementary
sex determination) € o mecanismo mais estudadolleomestabelecido de determinagédo do
sexo por haplodiploidia no tdxon. A heterozigose s alelos deste loco resulta em fémeas
e a hemizigose resulta em machos normais, poréhgnazigose transforma gendtipos
diplides em machos (Beyet al. 2003, Hasselmanret al. 2008). No entanto, por
apresentarenfitnessigual a zero, a producdo de machos dipldides Gam@sdanosa, pois
estes sao estéreis ou entdo geram progénies gstédizindo o tamanho efetivo JNlas
populacdes dos himendpteros que os produzem (W8, Yamauchet al. 2001, Ayabeet
al. 2004).

Outras caracteristicas da biologia de alguns hiptends, como a eussocialidade, a

monandria e o comportamento filopatrico da fémeague diz respeito a reproducédo das



coloénias por enxameagem também podem diminuirealéN suas populacdes. Embora o
comportamento filopatrico apresente algumas vantgeduz o fluxo génico materno, sendo
0s machos o0s responsaveis pela entrada de novios a@e populacdo devido ao seu
comportamento dispersor.

A maneira como uma area € colonizada influencietainente a genética da populacéo
no longo prazo (Harrison & Hastings 1996). UtilidarPartamona hellericomo organismo
modelo, Ferreira (2011) observou populacdes alttardiferenciadas quando analisadas para
genes mitocondriais, verificando que o comportameiifbpatrico parece influenciar a
dindmica das populacdes da espécie. Esta autafecarerque uma area € colonizada por
poucas linhagens maternas e cada evento de cajénizeode mimetizar as condi¢cdes de
“efeito fundador” e concluiu que o nivel de difestEtdo genética entre as populacdes
estudadas deve estar relacionado ao raio de voosgumachos da espécie apresentam.

Uma vez que poucas fémeas e poucos machos sep@mséseis por produzir a nova
geracdo, a reducdo do. pode diminuir a variabilidade intrapopulacional s&processo €
conhecido como “vortex” de extingdo e pode comptema populagdo no longo prazo
(Zayed & Packer 2005).

Devido a todas estas caracteristicas, associadasr@s fatores que geram diversos
efeitos negativos como a fragmentacdo do habitati®o indiscriminado de agrotoxicos, por
exemplo, é de suma importancia conhecer os mecasigue, de alguma forma, promovem
variabilidade tanto para estes organismos quantd \@&ios outros que dependem direta ou

indiretamente deles.



1.1. Importancia ecolégica e econémica das abelhas

Com sua grande extensao territorial e variedadbi@®as, o Brasil € um dos paises
mais diversificados em termos de insetos, abrigameho nimero estimado de 400.000
espécies (Rafael 2012). Dentre essa variedadesdtos ha uma apreciavel diversidade de
abelhas no territorio brasileiro. Das sete famiti@egbelhas existentes (Michener 2007), cinco
delas ocorrem no Brasil (Apidae, Halictidae, Callee, Andrenidae e Megachilidae), com
1.678 espécies descritas, aproximadamente (Sileeak2002).

Uma parte consideravel da vegetacdo natural do onaraté mesmo plantas cultivadas
dependem dos polinizadores (Ketr al 2001, Michener 2007). Devido a necessidade do
polen e do néctar encontrados nas flores para igmoamento e nutricdo da prole, as abelhas
sao visitantes florais obrigatérios (Roubik 198%)js o podlen das flores € a sua principal
fonte de proteina, enquanto o néctar é a sua pahfinte de carboidrato (Keet al. 2001,
Michener 2007). Por possuirem esta caracterigigcapelhas apresentam um papel ecologico
fundamental, constituindo o grupo mais importang mblinizadores dos ecossistemas
(Michener 2007, Raveet al.2001).

Das 250.000 espécies de angiospermas conhecidasgdé&ilendem da polinizagédo por
estes insetos para a sua reproducdo sexuada. Ioasi@ as abelhas contribuem para a
diversidade genética destas plantas (Michener 2R@Venet al. 2001). Além disso, estes
organismos sao imprescindiveis na produtividadealgr devido a sua funcdo na polinizagcdo
cruzada, auxiliando na producédo de sementes esf(iirret al 1996, Palmeet al 2004,
Imperatriz-Fonseca & Nunes-Silva 2010).

A diminuicdo dos polinizadores em razdo da quelosagistemas de polinizagéo tem
sido descrita nos ultimos tempos (Lars¢ml 2005, Freitagt al. 2009, Brosi 2009, Pinheiro
& Freitas 2010). Essa diminuicdo tem ocasionado tedacdo na produtividade agricola, o

que tem mobilizado profissionais da &area para dficant o valor dos servicos que 0S



polinizadores prestam ao ambiente (Kevan & Philip81, Brosiet al. 2008, Lonsdortt al.
2009).

Além da enorme importancia ecolégica das abelhasqarincipais polinizadores dos
ecossistemas, estes organismos vém sendo fortemilizados na criacdo racional,
representando fonte de renda em diversas regio@add, principalmente na regido Norte
(Frazdo & Silveira 2003). Isso configura uma refgeamportancia socio-econémica que eles
apresentam. Além do potencial nutricional, alguredptos fornecidos pelas abelhas (mel,
propolis e geléia real) sdo muito relevantes pamsedicina devido a algumas propriedades
farmacoldgicas que estes produtos apresentam (édénMuradianet al. 2007, Dutraet al.
2008, Manrique & Santana 2008).

Segundo Keret al. (1996), o mel das abelhas da Tribo Meliponini possua valor
comercial maior que o mel dApis mellifera Linnaeus, 1758, pois € utilizado pelas
populacdes locais como um produto muito nutritivaben funcao terapéutica. Campéloal
(2016) avaliaram a atividade antimicrobiana da aerpropolis de alguns meliponineos,
verificando que esses produtos tém potencial aotiiiano no combate a algumas bactérias

patogénicas para as quais foram testados.

1.2. A Tribo Meliponini
Conhecidos como “abelhas sem ferrdo”, as espéaidsido Meliponini sdo as Unicas
abelhas altamente sociais, além das abelhas da Apimi. Os meliponineos se diferenciam
das demais abelhas corbiculadas devido a presencéertho e estruturas associadas
reduzidas, além da auséncia de pelos nos olhahigde da venacao da asa (Michener 2007).
Os meliponineos ocorrem nas regides tropical ecpibal do planeta (Michener 2007).
Grande parte das espécies de abelhas com ocormmdBaasil estd agrupada nesta tribo

(Oliveira 1998), totalizando 244 espécies validhstribuidas em 33 géneros (Pedro 2014),



sendo que a maioria ocorre na Amazonia (Silveiral. 2002). Segundo Camargo & Pedro
(2012), aproximadamente 417 espécies de abelhatesg&im ocorrem na regido neotropical.

As abelhas sem ferrdo nidificam em uma gama detrsiis, como cavidades
encontradas em troncos de arvores, no solo, terosiféormigueiros, e até mesmo constroem
ninhos expostos em arvores, paredes e frestachdasio Na enxameagem, algumas operarias
saem em busca de um local para construcdo do rnioho e voltam a colonia mée para
coletar materiais necessarios para construcdo @a nool6nia, como cera e resina, por
exemplo. Geralmente, um novo ninho é estabeleaidirpo ao ninho mée porque, além dos
materiais usados para a nidificacdo, a colonia fdepende de recursos alimentares durante
um determinado tempo, como podlen, néctar e mel, gae® a nova colbnia se torne
independente (Michener 2007).

As abelhas sem ferrdo sdo responsaveis por polieizse 30 a 90% das arvores
nativas, dependendo do ecossistema em que esédidass(Kerret al.2001). O habitat 6timo
para estes individuos deve oferecer os recurs@ssinecessarios e os locais para nidificacao.
A oferta destes recursos e a competicdo pelos nses@o importantes aspectos que
determinam a presenca de uma espécie em um loaaé (£001). Estes recursos podem ser
especificos tanto para os adultos quanto pararam$ojovens, sendo, entdo, a sobrevivéncia
das abelhas sem ferrdo dependente de condicbesrdanbi(Silveiraet al. 2002). Qualquer
alteracdo na abundancia ou existéncia destes oscpogle interferir de forma negativa nas
populacdes desses insetos (Rambaldi & Oliveira 28088nini & Martins 2003).

Além disso, o uso indiscriminado de agrotdxicos acao predatéria de meleiros,
principalmente, tém reduzido populacdes de mugps@es de abelhas sem ferrdo (et
1996). Outros fatores como a intensa atividadecalgrie outras formas de uso da terra
também tém colaborado para a reducdo das populagdtas abelhas, pois promovem a

fragmentacao do habitat (Elet al. 2006, Kleinet al. 2007, Knightet al. 2009). Todos esses



fatores geram diversos efeitos negativos, comadap#a variacdo genética, principalmente,
em razéo da reducdo do tamanho populacional eltiv&séo de populacdes continuas em
populacdes locais menores (Antonini & Martins 20(3sa menor variabilidade genética

pode resultar na diminuic&o €ithessno longo prazo (Avise 2004).

1.3. O géneroPartamonaSchwarz (1939) e a espécie modelo do estuBoailyae

O géneroPartamonaesta incluido na Tribo Meliponini e compreende 3péeies
descritas. Apresenta ampla distribuicAo geograficam ocorréncia exclusivamente
neotropical, sendo encontradas desde o sul do Blé&ti& o sul do Brasil. As espécies do
género podem ser encontradas em regides de florestatingas, cerrados, nas cordilheiras
Centro-Americana e Andina, chegando a regides mbotas com mais de 2.000 metros de
altitude, e sao tolerantes a ambientes degrad&dtsgénero foi subdividido em cinco clados
- bilineatalepiphytophila pearsonj testaceanigrior e cupira(Camargo & Pedro 2003).

A populacdo nos ninhos deartamonavaria entre 1.000 e 3.000 individuos adultos
(Camargo & Pedro 2003). Segundo estes autoress wxl@spécies que compdem o género
apresentam comportamento “agressivo”.

Os habitos de nidificacdo sdo muito variados, hdwetlesde espécies adaptadas a
ambientes antropicos a espécies termitéfilas ofthiges (Pedro & Camargo 2003). HA uma
ampla variedade de substratos que as espéciesndoogédtilizam para construcdo de seus
ninhos, como termiteiros arboreos e subterrdne@ssabu inativos, ocos em troncos de
arvores, formigueiros, no solo, sob raizes detepjfcumeeiras de habitacdo humana, frestas
de paredes, entre outros. Os habitos de nidificagino substratos utilizados e atributos dos
ninhos, permitem uma melhor delimitacdo das espébie entanto, pelo fato das espécies de

Partamonase assemelharem muito morfologicamente (CamargBe&ro 2003), h4 um



reduzido numero de caracteres morfologicos passidel codificacdo, dificultando a
atribuicao das relacdes filogenéticas dentro dp@(®edro & Camargo 2003).

Independente do substrato utilizado, os ninhosdpécies dBartamonasédo formados
por uma estrutura de entrada, o vestibulo e umanais camaras de crias e potes de
alimentos. Todas as espécies usam, geralmenta, denentada com resinas, exceto nos
potes, favos e lamelas (Azevedo & Zucchi 2000).

Segundo Camargo & Pedro (2003), as espécies doragdPmrtamona sdo as
responsaveis pela construcdo dos ninhos mais fawmisl ja vistos, principalmente no que
diz respeito as estruturas de entrada. E admigadetersidade de estruturas ornamentadas e
bem elaboradas que estas produzem junto as enttedssus ninhos, variando na forma e

coloracdo, embora a maioria dos ninhos apresenfemmnato basico triangular (Figura 1).

Figura 1. Ornamentacdo de entrada dos ninhos de algumasiesspdePartamonaem diferentes

substratosA: P. ailyae;B: P. helleri C: P. nhambiquaraD: P. gregarig E: P. cupirg F: P. combinata
G: P. mulatg H: P. rustica Imagens D, G e H cedidas por Elder Assis MirgiMisanda EA).

Segundo Pedro & Camargo (2003), as espéciefattamonapodem apresentar

tegumento, cabeca e térax na cor preta ou amdtattamona ailyaga espécie alvo deste



estudo, apresenta estes caracteres na cor prgtag2). A espécie em questéo faz parte do
clado cupira e ocorre desde as matas Umidas do sudoeste dabAmeaté os campos
cerrados do Brasil central e regides xéricas daiPha espécie possui habito de nidificacédo
associado a termiteiros alocados em diferentedratiiis Na Amazonia, por exemplo, é bem
frequente a utilizacdo de termiteiros ativos emosopodres e secos de arvores, e em
termiteiros na base de troncos de arvores vivasBidsil central, em regides de cerrados, 0s
ninhos deP. ailyaesdo encontrados usualmente em termiteiros epigetpal“‘murundu”. Ja

nas regides xéricas do Piaui, a espécie constusi smhos em camaras subterraneas de

termiteiros sob troncos (Camargo & Pedro 2003).

Figura 2. Vista lateral de operéaria dgartamona ailyagevidenciando a cor preta do tegumento, cabeca e
térax. Barra de escala: 1 mm. Foto: Diana de Rdalkehado (Machado DP).

Quanto ao ninho, ha diferencas na estrutura dadmtios mesmos. Na Amazoénia, as
entradas dos ninhos sédo mais resistentes a agiak demaior porcentagem de resinas; ja em
regides de Cerrado, entretanto, sdo facilmenteoldidas sob chuva forte por serem
basicamente de terra, entdo as entradas ficam bejatgulas sobre o substrato. A

ornamentacao de entrada dos ninhoPB dailyaeem vista frontal tem a forma aproximada de



um triangulo equilatero (Camargo & Pedro 2003), emleste ndo seja o padrao observado
em todos os ninhos da espécie.

Segundo Camargo & Pedro (200B), ailyaese distribui em varias regides do Brasil,
ocorrendo em diferentes biomas (Figura 3A) com ardes diferencas em fatores como
disponibilidade de agua, umidade relativa e tentperasendo areas muito distintas quanto a
fitofisionomia, pluviosidade, elevacdo e climas g(ffa 3B). Devido a essa grande
distribuicéo, é de se supor que populacdes genatitiz distintas sejam caracterizadas nestes
diferentes ambientes. Além disso, esta heterogadeidos ambientes ocupados é capaz de

fornecer informacdes relevantes quanto ao procdssmlonizacdo, dispersao e aspectos da

histéria natural da espécie.

Ay

kilometers

Figura 3. Localidades onde espécimes Rleailyaeforam coletados (dados da literatura). Na imagem
mostra em quais biomas a espécie foi encontrddedé escuro: Amazonia;Amarelo: Cerrado;Cinza:
Caatinga eVerde claro: Mata Atlantica). EmB, ilustra a variagdo climéatica na area de distgéoida
espécie Azul escuro: Super-umido;Azul intermediario: Umido; Azul claro: Semi-umido e;Cinza:

Semi-arido). Os mapas foram gerados pelo prograna®Gis (http://www.diva-gis.org/).

No Brasil, o estudo da variabilidade e estruturaétjeas das populacdes naturais de

abelhas ainda é incipiente, pois poucos sdo oslestyue tratam do tema, bem como dos
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niveis de diferenciacao entre as populactes déabelussociais (Britet al. 2013, Cruzet

al. 2006, Tavarest al.2007).

1.4. Marcadores Moleculares em estudos populacionais

Devido a facilidade de extracdo do DNA de qualgqaeganismo, mesmo quando
preservado em condi¢des precarias (Doweha@l. 1996, Parkeet al. 1998), os marcadores
moleculares foram ganhando espaco nos trabalhgsraica de populagdes.

Ultimamente, estudos sobre abelhas utilizando no&igths moleculares tém permitido
a investigacdo de diversas questdes importantes) diversificacdo e evolucdo dos grupos,
aspectos ecologicos, biologia reprodutiva, entteasu/Chapmaret al. 2003, Darvillet al.
2004, Knight et al. 2005) e, mediante o uso de ferramentas molecularehjstoria
biogeografica e relacdes filogenéticas de algunpay tém sido estabelecidas (Dekal
2004, Batalha-Filhaet al. 2010). Para esforcos de conservagcao de espécies;aas, por
exemplo, uma importante ferramenta € a andlisetigande populacdes (Frankhash al.
2010, Waples & Gaggiotti 2006, Palsbetlal. 2007).

Em razdo da importancia, maior facilidade na e#taglo DNA e elevado
polimorfismo, foram utilizados genes mitocondri@ilbcos microssatélites na investigagédo da
estrutura genética populacional e do grau de daiéemedo das populacdes Bartamona
ailyae A hipoétese deste trabalho a ser testada é aedaqeupacdo de uma area ocorre por
uma ou poucas linhagens maternas e que o fluxagémtre as popula¢gdes se da devido ao

papel dispersor dos machas”
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2. OBJETIVO

Este trabalho teve por objetivo analisar o procegsocupacdo nos diversos sitios de
ocorréncia dePartamona ailyag a genética de suas populacbes e o fluxo génico
interpopulacional.

Este objetivo exigiu 0 cumprimento dos trés se@sipassos:

1. Estimar o numero de linhagens maternas que derngenors populacdes ¢ ailyae
atualmente residentes nos respectivos sitios aamstAs linhagens de fémeas
fundadoras foram identificadas pelos haplétipos ocoihdriais observados,
considerando-se a heranca materna deste tipo dadoay

2. Estimar o nivel de variagcdo genética intra e impybacional a partir da variacao
detectada nos genes mitocondriais e, especialmem®, locos microssatélites,
avaliando o papel dos machos como dispersores,gmemdo o fluxo génico entre
populacdes;

3. Determinar a estrutura sociogenética nidal a patéis segregacbes fenotipicas
verificadas nos locos microssatélites, averiguaseoas familias derivam de uma
estrutura monoginica/monandrica.

Além disso, este trabalho objetivou conhecer eaelaspectos relevantes da historia

natural deP. ailyae
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Obtencao dos espécimes

A partir de informacgdes obtidas no trabalho de Ggm& Pedro (2003), bem como
mediante a analise dos espécimes depositados legde® “Moure”, da Universidade Federal
do Parana, e “Camargo”, da FFCLRP - USP, foranceglados sitios de ocorréncia Be
ailyae Com estes informes, foram definidas e realizaitasexpedicdes de coleta por toda a
area de distribuicdo da espécie no periodo de dei2014 a julho de 2015 em cidades dos
estados de Sao Paulo (SP), Minas Gerais (MG), GGi@3, Bahia (BA), Mato Grosso (MT),
Mato Grosso do Sul (MS), Maranhdo (MA), Para (P&Anazonas (AM) e Rondonia (RO).
As Figuras 4A e 4B evidenciam as Regifes brasdairas Biomas onde foram feitas buscas

ativas de ninhos da espécie em questéao.

Figura 4. Mapas evidenciando as Regifes brasileiras € os Biomas R) visitados durante as oito
expedicdes de coleta. @sngulos azuis representam as localidades com colbnias ativaBat@mona
ailyae Ostriangulos vermelhosse referem aos sitios onde a espécie ndo foi emdantNa Figurd o
Verde escuro representa a Amazonia, o Amarelo septa o Cerrado e o Verde claro representa a Mata

Atlantica. Os mapas foram gerados pelo programa-Giis (http://www.diva-gis.org/).

Dentre as 41 localidades visitadas, em apenas (B8 fleam encontradas colonias
ativas deP. ailyae sendo coletados espécimes de 75 ninhos (TalhedaTHbela 2 apresenta

as 24 localidades nas quais ndo foram encontradbsanda espécie.



Tabela 1.Localidades amostradas com ninho$detamona ailyae
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Sitios Localidades Sigla S W Altitude (m) N
1 Icém-SP ICE -20.3404 -49.1981 469 7
2  Irapua-SP IRA -21.2794 -49.4089 427 1
3 Caldas Novas-GO CNO -17.7452 -48.6253 712 10
4  Aragarcas-GO ACA -15.8973 -52.2301 328 2
5 Crixas-GO CRI -14.5487 -49.9647 361 4
6 Cataldo-GO CAT -18.1658 -47.9464 835 2
7  Goiania-GO GOl -16.6786 -49.2539 757 3
8 Morrinhos-GO MRR -17.7311 -49.0994 726 4
9 Nova Xavantina-MT NXA -14.6668 -52.3459 303 14
10 Barra do Gargas-MT BGA -15.8930 -52.2599 326 3
11 Pontal do Araguaia-MT PAR -15.8441 -52.0036 315 12
12 Barreiras-BA BAR -12.1482 -44.,9925 454
13 Araguari-MG ARA -18.6510 -48.1854 746 4
14 Mirador-MA MIR -6.3708 -44.3631 223 1
15 Carutapera-MA CAR -1.195 -46.02 24 1
16 Porto Velho-RO PVE -8.76183 -63.9020 83 5
17 Belterra-PA BEL -2.6364 -54.9372 152 1
Total 75
Tabela 2.Localidades visitadas onde néo foi detectada a@ecia dePartamona ailyae
Sitio  Localidades Sigla S W
1 Uberaba-MG UBE -19.7502 -47.9325
2 Uberlandia-MG UBL -18.9113 -48.2622
3 Passos-MG PAS -20.7204 -46.6101
4 Alpinépolis-MG ALP -20.8561 -46.3824
5 Piumhi-MG PIU -20.4618 -45.9457
6 Sao Jodo Batista do Gléria-MG SJB -20.6233 -BP52
7 Delfinépolis-MG DEL -20.3521 -46.8441
8 Ibiraci-MG IBI -20.4650 -47.1239
9 Capitdlio-MG CAP -20.6047 -46.0719
10 Sao Sebastido do Paraiso-MG SSP -20.9173 -46.991
11 Sé&o Roque de Minas-MG SRM -20.2328 -46.3671
12 Luis Alves-GO LAL -13.2660 -50.1547
13 ltumbiara-GO ITU -18.4216 -49.2155
14 Jatai-GO JAT -17.8759 -51.7214
15 Aparecida do Taboado-MS ATA -20.0890 -51.1030
16 Iranduba-AM IRA -3.20113 -60.1782
17 Presidente Figueiredo-AM PFI -2.03435 -60.0259
18 Manaus-AM MAN -3.10719 -60.0261
19 Mirante da Serra-RO MSE -11.0273 -62.6787
20 Nova Unido-RO NUN -10.9079 -62.5580
21 Ouro Preto do Oeste-RO OPO -10.7117 -62.2550
22 Cacaulandia-RO CAC -10.3410 -62.8863
23 Jaru-RO JAR -10.4325 -62.4733
24 Monte Negro-RO MNE -10.2516 -63.2872
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3.1.1. Procedimento de coleta

As amostras foram coletadas por meio de busca déiv@nhos. Os esfor¢os de coleta
foram de, no minimo, 12 horas para cada sitioadsit Em média, 15 operérias adultas foram
coletadas de cada ninho e acondicionadas em tub&® anl etiquetados, contendo etanol
absoluto. Além disso, para cada ninho localizadanfiocoletados trés a cinco individuos em
tubo de 1,5 ml para serem montados a seco em teBiremtomoldgicos, apropriadamente
etiquetados com informacdes relevantes e enviadas gonfirmacdo taxondmica pela Dra.
Silvia Regina de Menezes Pedro (FFCLRP-USP).

As amostras foram levadas para o Laboratério deét@enEvolutiva de Himendpteros
da Universidade Federal de Sao Carlos (LGEH-UFS@ade se encontram estocadas em

etanol absoluto a -20°C.

3.2. Andlise dos genes mitocondriais

3.2.1. Extracéo, amplificacdo e sequenciamento deAD

De cada um dos ninhos coletados, uma operéariaaatkie seu DNA total extraido
utilizando o método de Chelex 100 (Wakthal. 1991); para tanto, foram utilizadas as pernas
do lado esquerdo de cada individuo. Posteriormeasdm) a finalidade de se obter um
resultado mais satisfatorio, o DNA total de cadarépa foi extraido mediante o método de
fenol-cloroférmio (Sheppard & McPheron 1991); pasie método, foi utilizado o térax de
cada individuo.

A partir de primers descritos paraApis mellifera e outros insetos, regides
correspondentes aos genes mitocondriais Citocrorida®e C (COI), Citocromo B (CytB),
12S, 16S e aregido COI-COIl foram amplificadasR@R com um passo inicial de 94°C por
trés minutos, 40 ciclos de 94°C por 30 segundasn@daracdo); 20 segundos a temperatura

de hibridizag&o doprimersutilizados (CytB — 50°C, COI — 50°C, 12S — 50°C6& 1 48°C,
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COI-COIll — 50°C); 72°C por 1 minuto (extenséo),uwseg por um passo final de extensdo a
72°C por 10 minutos. As reacbes ocorreram em voltime de 2pL contendo agua
esterilizada, 1X tampao de reacapMlde cada primer, 2.5mM de MgCR5QuM de cada
dNTP, 1U de Taq DNA Polimerase (Promega) aill-@0 DNA extraido. A visualizacdo dos
amplicons foi feita em géis de agarose 1% corados Gel Red" e submetidos a luz ultra-
violeta (UV).

Os primers utilizados para amplificacdo foram os rotineirateeempregados em
nosso laboratorio para estudo destes genes ens espacies deéartamona(Tabela 3).

Os produtos de amplificacdo destas regides foranfigaaos utilizando BL de
lllustra™ ExoProSta 1-Step (GE) e & do DNA amplificado, sendo incubados a 37°C
por cerca de uma hora e a 80°C por 15 minutos.r&grientos amplificados e purificados
foram visualizados em géis de agarose 1% coradusGel Red" e submetidos & luz ultra-

violeta.

Tabela 3.Primersutilizados neste trabalho para amplificagéo de gem&condriais.

Regido Primers Referéncia
F: 5 - GGA GAT CCAATT CTTTATCAAC -3' Afonso (2012)
COI (629 pb :
(629 pb) R: 5'- GAT ATT AAT CCT AAA AAA TGT TGA GG - 3' D'(‘;'BSES‘"
F: 5 - TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAAATATC -3 Hall & Smith
CytB (485 pb) . ' 1991
R: 5'- ATT ACA CCT CCT AAT TAATTA GGA AT -3 ( )
125 (417 pb) F: 5'- TAC TAT GTT ACG ACT TAT - 3' Kambhampati
P R: 5 - AAA CTAGGATTAGATACCC-3' & Smith (1995)
F: 5' - TAT AGA TAG AAA CCAATC TG - 3' ;
16S (569pb) - , HaII185981m|th
R: 5'- CAC CTG TTT ATC AAA AAC AT - 3 ( )
COI-COll (650 pb) F: 5 -TCT ATACCA CGACGTTATTC-3 Hal(llgé 9slr;mh
R: 5’ - GAT CAA TAT CAT TGA TAGA CC - 3'

As reacdes de sequenciamento foram realizadas aprigriaboratorio. Para isso,

foram utilizados fL de produto de PCR purificadoyul3de tampéo de sequenciamento (Save
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Money 2,5 X), LL de BigDye v3.1 (Applied Biosystems), 10 picomotksoligonucleotideo
iniciador e quantidade de agua bidestilada egiérd completar 10..

Ao fim da reacdo, a qual consiste dos mesmos aildamplificacdo para cada regido
gendmica, as amostras foram mantidas a 4°C. Emdse@uL de isopropanol 75% foram
adicionados a cada reacdo. Depois de 15 minute@eratura ambiente, as solugdes foram
centrifugadas 8040Gem centrifuga Eppendorf 5804R com rotor para rpieaas, por 30
minutos. Apoés precipitacdo do DNA, o sobrenadaniedéscartado e as amostras foram
lavadas duas vezes com paQ0de etanol 70% seguido de centrifugacdo a 3040glfo
minutos a 4°C e deixadas secar a temperatura atebids amostras foram encaminhadas
para o Laboratorio de Biotecnologia da FCAV — UNESP Jaboticabal-SP, onde foram
ressuspensas em 10 de formamida, desnaturadas por 5 minutos a 95%oredas no
sequenciador automatico ABI 3730 XL. Em seguidssempiénciatorward (F) ereverse(R)

foram obtidas.

3.2.2. Andlise das sequéncias nucleotidicas

A qualidade dos eletroferogramas foi averiguadkzatido o softwareCodon Cod®
versao 4.2.5 (CodonCode, Dedham, Massachusetts, 2(88). Apos edi¢do das sequéncias,
as mesmas foram alinhadas no softwBieEdit°® (Hall 1999), utilizando a ferramenta
CLUSTAL W(Thompsoret al. 1994).

O softwareBLAST (Altschul et al 1990) foi utilizado para identificar similaridasle
entre as sequéncias obtidas e as disponiveis naodamle dados GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.goW/ e, com isto, certificarmo-nos de estar trabalbasdm a

regiao de interesse.
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3.3. Analise dos locos microssatélites

Para os locos de microssatélites foi analisado spéame de cada ninho coletado,
tendo seu DNA extraido utilizando o método fenokaformio (Sheppard & McPheron
1991).

Foram testados oito locos microssatélites utilipapdmers heterélogos, sendo seis
prospectados especificamente paestamona helleri{Phel-1, Phel-2, Phel-3, Phel-4, Phel-6
e Phel-7) (Ferreira 2011), e dois delineados phaigpona bicolorLepeletier, 1836 (Mbi232 e
Mbi254) (Peteret al. 1998).

A PCR foi realizada em volume final de 10 oui25 contendo JuL do DNA extraido,
1 uM de cada primer, 2.5 mM de cloreto de magnésio, b de cada dNTP, 1X tampéo de
reacao, 1U de Tag DNA Polimerase (Biotools) e &giarilizada. A reacéo ocorreu por 30 a
35 ciclos de 94°C por 30seg, 20seg a temperatutabdielizacdo para cada par gemers
utilizado, e 70°C para extensdo por um minuto. Par&entificacdo dos alelos dos
microssatélites oprimers forwardforam marcados com fluor6foros (Tabela 4). Patese®
produto da PCR foi diluido 10X e uma aliquota deZoi misturada com 7.84L de Tween
20 0.1% e 0.1@L de ET550-R (padrao de tamanho), e posteriormaiieetida a corrida no
sequenciador automatico MegaBACE™1000. Os resudtamliiidos foram analisados no

software MegaBACE Genetic Profiler versao 1.2.

Tabela 4.Microssatélites heterdlogasilizados neste trabalho.

Loco Repeticao Tamanho Ta (°C) Fluoroforo
Phel-1 AC 217-247 56°C TET
Phel-2 TC 260-312 52°C TET
Phel-3 CT 99-101 48°C JOE
Phel-4 GT 246-254 65°C FAM
Phel-6 CA 174-180 52°C HEX
Phel-7 TG 282-298 48°C HEX

Mbi254 AAG 208-232 52°C FAM

Mbi232 CTT 130-178 48°C FAM
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3.4. indices de diversidade e estrutura populacioha

O polimorfismo intraespecifico para os genes midcis foi estimado por indices
obtidos com o softwar®naSP v5.10.01 (Librado e Rozas 2009): diversidade hapta
(Hd) (Nei 1987); diversidade nucleotidica) (Nei e Miller 1990), nimero de haplétipos e
namero de sitios polimérficos.

Uma rede de haplotipos para cada gene foi conatruitilizando o software
NETWORK v4.6.1.3 pelo método median-Joining network (Baneelal. 1999) com a
finalidade de representar as relacdes genealdgtes as sequéncias.

A estrutura populacional, considerando o DNA mitairtal, foi analisada através do
softwareArlequin® v3.5.1.2(Excoffier e Lischer 2010). Com isso, foi possiagkriguar a
distribuicdo da variacéo inter e intrapopulaciom&diante a Analise de Variancia Molecular
(AMOVA) com dois niveis hierarquicos, e através\dor de $st (analogo ao &), com
significancia de 5% e 1000 permutacoes.

Além disso, foi implementada a Analise de VariarMdiaecular Espacial (SAMOVA),
através do programa SAMOVA 1.0 (Dupanloetpal. 2002), para delimitar grupos genéticos
entre localidades geograficamente homogéneasyemamentealiferenciadas entre elas. As
analises foram corridas variando o numero de grikpsle 2 a 6, e 0 agrupamento que
indicou maior diferenciagdo foi escolhido como onmais provavel. Para os dados
mitocondriais, o valor do agrupamento mais provaael foi significativo. Portanto, para esta
analise, os grupos foram delimitados com base r@®sd microssatélites, excluindo as
amostras que nao amplificaram para algum gene omtb@l.

Para os locos microssatélites, inicialmente folizada uma analise para detecgédo de
possiveis alelos nulos - através do estimador ‘@lesut”, por ser o que melhor se aplica ao
caso -, auséncia de amplificacdo, erros na gemgtipae amplificacdo preferencial de alelos

menores, utilizando o programa Micro-checker v.2(¥an Oosterhoutt al, 2004).
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Apoés esta primeira analise, foi feita a estimatd@s parametros de diversidade,
considerand@=0.05, e um individuo selecionado aleatoriamenteata ninho coletad®
namero de alelos por loco, alelos privados, heigosidades esperadadjHe observada ($)l
(Nei 1978) foram estimados para cada loco e pofala@s locos foram testados quanto ao
equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) pelo testeyfiebem como a presenca de desequilibrio
de ligacdo entre os locos estudados. Adicionalmebiefeito o teste de atribuicdo ou
“assignment test”, o qual atribui a populacdo dgeon de cada individuo comparando seu
genotipo com os perfis de duas ou mais populadiedas estas analises foram realizadas
utilizando o programa GenAl&6.5 (Peakall e Smouse 2012).

Para verificar a estrutura populacional considevand locos microssatélites, foi
realizada a Andlise de Variancia Molecular (AMOMEXcoffier et al. 1992) com dois niveis
hierarquicos e através do valor fler (analogo ao &), com significancia de 5% e 1000
permutacoes.

O programa STRUCTURE 2.3.3 (Pritchaetl al. 2000) foi utilizado para verificar o
namero ideal de agrupamentos, usando burn-in de0Q@OQinteracdes e 1.000.000 de
interacbes de MCMC (Markov Chain Monte Carlo), cdez replicacdes para K =1 a 17. Foi
utiizado o modelo de ancestralidade de mistura enadelo de frequéncias alélicas
independentes. Os resultados do STRUCTURE forampaoctados e importados para o
programa Harvester (Earl 2012), o qual indica aveagéncia para delta K (nimero de grupos
por localidade) (Evannet al 2005).

A correlacdo entre as distancias geograficas etigaaéde populacbes foi testada
através do programa Isolation by Distance web Sewvi 3.23 (IBDWS) (Jenseat al. 2005)
aplicando o teste de Mantel, com o intuito de ieaifa presenca de isolamento por distancia
entre as localidades. As distancias genéticas fomonladas em IBDWS com valoresder

par a par geradas pelo programa Arlequin, e afgigncia estatistica foi feita com um teste
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de 1000 permutacoes. Esta analise foi implementada para os dados mitocondriais quanto

para os dados microssatélites.

3.5. Inferéncias demograficas

Foram realizados testes de neutralidade pelo méRd&amos-Onsins & Rozas
2002) e estimativa do parametro Fs (Fu 1997) cdimatidade de investigar alteracdes no
tamanho efetivo das populacdes Flartamona ailyae(expansdo demografica e gargalos
populacionais). As analises foram realizadas asra@ programa DnaSP v5.10 (Librado &
Rozas 2009). A significancia dos testes foi obéidas 1000 simulacfes de coalescéncia.

A demografia histérica de cada linhagem filogergétfoi construida a partir da
metodologia dd&Coalescent Bayesian Skyline PHoBSP (Drummoncet al 2005), com o
objetivo de verificar flutuagdes no tamanho efeteopopulacéo no decorrer do tempo. Essa
anélise foi implementada no programa BEASIT8.2 (Drummondkt al 2015). A corrida foi
implementada pressupondo um relégio moleculartestrium comprimento de cadeias de
MCMC de 60 milhdes, amostrando a cada 1000 geraE@ea essa analise foram utilizados
os fragmentos dos genes COI e CytB, resultandoldmpb, e uma taxa de divergéncia para
0 gene mitocondrial COI proposta para insetos,\@u@ entre 1,3-1,9% por milhdo de ano
(Machadoet al.2001, Moreawet al.2006). O modelo de substituicdo utilizado na adget
Bayesiana foio HKY+l, selecionado com base no gaog JModeltest versdo 2.1.5
(Darribaet al.2012), com critérios de informacéo Akaike (AIC)p@grama BEAUTI verséo
1.8 (Heled & Drummond 2010) foi utilizado para eledr o arquivo de entrada do
BEAST. Através do software Tracer versao 1.5 (RarhBaDrummond 2009), os resultados
foram verificados e foi feita a reconstrucédo derdbiga visualizada pelo gréfico da analise de

coalescéncia gerado no Tracer v. 1.5 (http://deastd.ac.uk/Tracer
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3.6. Historia Natural

Em campo, foram registradas algumas informac¢desaptes quanto a Histéria Natural
de P. ailyag como o substrato utilizado para nidificacdo, ornaiagio de entrada e
densidade dos ninhos e os inimigos naturais deciesp®ém disso, os ninhos encontrados
foram fotodocumentados e georreferenciados, eeésrdessas informacgdes, foi registrada a

elevacdo média dos sitios amostrados.
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4. RESULTADOS
4.1. Caracterizacdo da variacdo génica e das linhagenstotondriais

Foram amplificados e sequenciados fragmentos d&oqganes mitocondriais: COI,
CytB, 12S e 16S, com 629, 485, 417 e 569 paresasieshpb), respectivamente. Além disso,
foi testada a regido intergénica COI-COIIl, porém f@am obtidos resultados satisfatorios
para esta regido (ver secéo 4.1.4).

Os indices de diversidade e outras informacoesqaala regiao génica individualmente
analisada, bem como para 0os genes concatenadose(C@B), encontram-se resumidos na

Tabela 5.

Tabela 5. indices de diversidade para quatro regides mithGais de P. ailyag como para 0s genes

concatenados (COl e Cytl

Gene PB n G+C S H n/sd Hd/sd
COl 629 74 0,228 23 11 0,00510 + 0,00107 0,72603D,
CytB 485 72 0,218 15 7 0,00493 + 0,00106 0,646056D,
12S 417 31 0,177 6 2 0,00402 + 0,00130 0,280 #10,09
16S 569 7 0,213 0 1 0 0

Concatenados 1114 71 0,223 34 13 0,00487 + 0,00107 0,838 + 0,028

* Tamanho do amplicon (pb), nimero amostral (njpteddo de GC, numero de sitios variaveis (S), narder

haplotipos (H), diversidade haplotipica (Hd), dsidade nucleotidicatf e desvio padréo (sd).

4.1.1. Subunidade | do Complexo Citocromo Oxidase C (C@)Citocromo B
(CytB)

Das 75 amostras coletadas, apenas a amostra dar&amao foi considerada para a
regido génica COIl por apresentar problemas na focaghio. J4 para a regido CytB, com
excecao das amostras de Belterra, Carutapera ddviigue também apresentaram problemas
na amplificacdo, as outras 72 amostras foram se@das. Em cada posi¢cado das sequéncias
usadas neste trabalho, os eletroferogramas pemitque as bases nitrogenadas fossem
identificadas inequivocamente, devido a excelentdidade do sequenciamento obtido para

as regides génicas em questao (Figuras 5 e 6).
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Figura 5. Eletroferograma ilustrando a qualidade do seqaemento obtido para a regido génica COl em

amostras d@. ailyaedas localidades de Caldas Novas, Nova XavantiPantal do Araguaia.
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Figura 6. Eletroferograma ilustrando a qualidade do seqaemento obtido para a regido génica CytB em

amostras d@. ailyaedas localidades de Aragarcas, Nova Xavantina taPdo Araguaia.

Foram verificados 23 sitios varidveis e 11 hapt#tiglistintos para o gene COI,
enguanto que para CytB foram verificados 15 sfimsnorficos e sete haplétipos distintos. A
composicdo nucleotidica verificada para estes gdoesle 77,2% e 78,1% de A+T,
respectivamente, concordando com o descrito pgenoma mitocondrial dapis mellifera
(Crozier & Crozier 1993) e outros insetos, com Ap€ffazendo cerca de 70 a 80% das bases.
Foram observadas 22 mutacdes sinbnimas para eor&§id e apenas uma substituicao

nucleotidica resultou em mudanga de aminoacido (@hdeu) — na posicdo 594 da
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sequéncia. Ja para CytB, foram observadas 12 nagapddnimas e trés nao-sindnimas (lle
< Val) — nas posicdes 307, 319 e 397.

Ambas as regides se mostraram bastante consemadasailyaenos respectivos sitios
analisados, apresentando baixos valores de digdesichucleotidicanf, indicando alta
similaridade entre os haplétipos. Os valores derdidade haplotipica (Hd) foram elevados
devido ao alto niumero de haplotipos encontrado®eaéncia de haplétipos exclusivos de
localidades.

Para o COIl, a Analise de Variancia Molecular (AMOVédemonstrou que 94% da
variacdo genética é resultado de diferencas eopal@cdes Pst = 0,9387; P = 0,000). Da
mesma forma, para CytB a analise demonstrou quedib¥@riacdo genética € resultado de
diferencas interpopulacionai®{r = 0,9511; P = 0,000). As tabelas com 0s respecsiios
amostrados e analisados com a distribuicdo dosotiagd em cada um deles, as redes
haplotipicas e as sequéncias completas para cadétipa de cada uma dessas regioes

génicas podem ser visualizadas no Apéndice 1 (&g20 e 21).

4.1.2. Genes concatenados (COIl e CytB)

Com o objetivo de ilustrar as relacbes entre odohipps, uma rede para genes
concatenados foi construida (Figura 7). Para tdatam utilizadas sequéncias concatenadas
apenas dos genes mitocondriais COl e CytB (1114pab)terem sido 0s genes mais variaveis
no presente estudo. As amostras que apresentacdnkerpas na amplificacdo para um e/ou
para outro gene foram retiradas, totalizando, ptot& 1 sequéncias concatenadas analisadas.

Foram observados 34 sitios variaveis e 13 hapltigistintos para estes genes
concatenados. Haplotipos Unicos e exclusivos forarificados nas colénias de Aragarcas,
Cataldo, Caldas Novas, e Icém (H1, H4, H5 e HQews/amente). Além disso, haplétipos

exclusivos foram encontrados nas localidades d&A€fH6, H7 e H8), Nova Xavantina (H10
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e H11) e Porto Velho (H12 e H13). Apenas os hgmétiH2 e H3 sdo compartilhados por
amostras de mais de uma localidade. Possivelmid@tsgja o haplotipo ancestral em razéo
de ser compartilhado por amostras de localidadegrgécamente mais distantes entre si. Os
haplétipos H12 e H13, identificados em amostraBaito Velho, apresentaram até 24 passos
mutacionais em relacdo ao haplétipo mais proxima).(HEmbora todas as amostras aqui
incluidas tenham sido identificadas taxonomicamente por ésla, confirmando se
tratarem da espécie modelo utilizada neste esteslia,diferenca entre as amostras de Porto

Velho das demais colocou “em cheque” o status @xaco (ver secdo 4.1.3).

Tabela 6. Distribuicdo de haplétipos para dois genes mitddais concatenados (COI e CytB) Eeailyaenos

sitios amostrados.

Localidades amostradas H1H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11 H12 H13 N

LlleémsP 7 7

2 Irapud-SP

3 CaldasNovasGO 10 10

4 Aragargcas-GO 2

2
W Crixas-GO 1 1 2 4
6 3 3
4
2

7 Morrinhos-GO 4

8 Catalao-GO 2

9 Nova Xavantina-MT 8 5 1 14
10 Barra do Garcas-MT 3 3
¥} Pontal do Araguaia-MT 12 12
12 Araguari-MG 4 4
iK] Porto Velho-RO 3 2 5

Total 71
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Figura 7. Rede de haplétipos para dois genes concatenamitstywida pelo métoddledian-Joininga partir

de 71 amostras d& ailyaeprovenientes de 13 localidades. As cores ideatifios sitios amostrais e estéo de

acordo com a legenda da Tabela 6.

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) demonstraque 94% da variacdo
genética é resultado de diferencas interpopulaisoartanto, foi observada uma elevada
diferenciagao entre as populagdes analisabas<0.9426; P = 0,000).

O teste de Mantel mostrou uma correlacdo positigaifcava entre as distancias

genéticas e geogréficas (r = 0,2589; P = 0,0231).

4.1.3. Genes ribossomais 12S e 16S

Das 17 localidades, amostras de apenas sete mdedidlistintas foram sequenciadas
para o 12S, totalizando 31 sequéncias analisadgaaeto para o 16S, apenas sete amostras
de quatro localidades distintas foram sequencid@scas amostras foram sequenciadas para

estes genes ribossomais devido a falta de varig@antrada. Para ambas as regides, foram
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obtidos excelentes padrbes nos eletroferogramasiljpidando a identificacdo inequivoca

das bases nitrogenadas (Figuras 8 e 9).
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Figura 8. Eletroferograma ilustrando a qualidade do seqaemento obtido para a regido génica 12S em
amostras d@. ailyaedas localidades de Barreiras, Crixas e Icém.
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Figura 9. Eletroferograma ilustrando a qualidade do seqaemento obtido para a regido génica 16S em
amostras d@. ailyaedas localidades de Araguari, Caldas Novas e Crixas

Estas regides se mostraram bastante conservada<s pailyae Das 31 amostras
analisadas para o0 12S émailyae 26 delas apresentaram o mesmo haplétipo (H1yaaqg
H2 foi observado nas cinco amostras de Porto V@péndice 1 / Figura 24). Ja para o 168S,

todas as sete amostras sequenciadas, provenientgsatio localidades, apresentaram o

mesmo haplétipo (Apéndice 1/ Figura 26).
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Embora o gene 12S néo tenha apresentado variaca® pailyae foi observado um
resultado interessante. Todas as 31 amostras adedispresentaram repeticao/insercao de
cinco bases a partir da posicédo 25 da sequéncieniqe 1 / Figura 25). Estudos realizados
em nosso laboratério mostram que este gene rib@stio possui essa repeticdo/insercao
em amostras de outras espéciePdeamona comoP. rustica P. helleri P. cupira Este
resultado se mostrou muito interessante porqueeda forma, corroborou a identificacao
especifica das amostras de Porto Velho feita pgactalista, mostrando qée ailyaepossui
esta particularidade frente a outras espécies dergéNa Figura 25 do Apéndice 1 é

mostrada a variacdo desta regido entre trés esplrigénero.

4.1.4. Regido intergénica COI-COII

Em razdo da falta de variacdo encontrada nos géessomais 12S e 16S, a regido
intergénica COI-COII foi incluida na analise. Péaato, as mesmas amostras que foram
sequenciadas para o fragmento do gene 12S, exxetoc amostras de Porto Velho, foram
testadas e sequenciadas para COI-COIl (26 amaodhmatsgtanto, apesar da amplificacdo das
amostras para esta regido ter apresentado resltadisfatorios, demonstrando excelente
resolucao no gel de agarose (Figura 10), ndo fafatdos bons resultados no que concerne
ao sequenciamento, pois nenhuma sequéncia foivphsd¢ andlise devido a péssima

qualidade dos eletroferogramas (Figura 11).

Figura 10. Comportamento eletroforético do fragmento do gemtocondrial COI-COIl —primers
descritos por Hall & Smith (1991) — visualizado gel de agarose. CN = Controle negativo.
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Figura 11. Eletroferograma ilustrando a qualidade do seqaemento obtido para a regido intergénica COI-

COIll em amostras de. ailyae

4.2. Andlise dos Microssatélites

Das 75 amostras coletadas, apenas a amostra dar&@arapresentou problemas na
amplificacéo.

Para esta analise utilizandprimers heterdlogos, todos os oito locos testados
amplificaram paraP. ailyag assim como para outras espécies do género, €nhelleri
(Ferreira 2011)P. rustica(Mirandaet al sub.),P. seridoensigFernandes 2012)R. cupira
(dados do LGEH né&o publicados). Todos estes miatélites apresentaram repeticdes
perfeitas de Di ou Trinucleotideos, conforme egpeera

Inicialmente, foram identificados e devidamenterigados alelos nulos em amostras
das populagdes de Caldas Novas, Pontal do Aragudeva Xavantina para o loco Phel-4.

Embora osprimers tenham sido delineados para outras espécies, nedbsniocos
analisados se mostrou monomoérfico, exceto quandalisados individualmente para
determinadas populagdes Eleailyae O Unico loco que se mostrou polimérfico para soas
populacdes analisadas foi o Phel-1, sendo estei® vaaavel em namero de alelos. O

namero médio de alelos por loco foi de 8,4, variadd 3 a 25 alelos por loco identificados
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através da deteccdo do produto em sequenciadanatito. O percentual médio dos locos
polimorficos foi de 69%.

Para os locos prospectados pllrabicolor utilizados neste estudo, foram identificados
sete alelos distintos para Mbi232, com o alelo 4&%lo o mais frequente. Ja o loco Mbi254
apresentou nove alelos distintos, e o alelo 208dosiderado o mais frequente (Apéndice 1,
Quadro 1). Nenhum dos alelos para estes locos ldsergado em amostras de todas as
localidades analisadas. Entretanto, alguns aleleatyos de populacdes foram observados.

Ja para os microssatélites prospectados parelleri o loco mais variavel foi Phel-1,
apresentando 25 formas alélicas. Quanto as fre@seatelicas, o alelo 282 do loco Phel-7
foi 0 mais frequente entre todos (Apéndice 1, Quatl. Além disso, também foram
observados varios alelos privativos (ou exclusivies)populacdes. As populacdes de Porto
Velho, por exemplo, apresentaram seis alelos prostpara quatro locos (Phel-1, Phel-2,
Phel-3 e Phel-6).

Embora ndo tenha sido detectado desequilibriogdgdo em nenhum caso, a analise
dos locos microssatélites demonstrou que as pdpsade Caldas Novas apresentaram
desvios significativos do Equilibrio de Hardy-Weanp (HWE) para o loco Phel-4. As
demais populacdes se mostraram em equilibrio genptra todos os locos microssatélites
estudados.

Foram observados valores negativos do coeficiamendogamia (k) para varios locos
polimdrficos analisados para as amostra® dailyaecoletadas nas 16 areas de estudo, com
valor médio de -0,261. O valor médio da heteroidgme esperada foi de 0,319, enquanto

que o valor médio da heterozigosidade observad#ef6,399 (Tabela 7).
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Tabela 7.Valores de heterozigosidades observada e esp@figda) e Coeficiente de endogamiadfpara os

oito locos estudados. * Desvio pad

Locos He Ho Fis
Mbi232 0,358 0,535 -0,493
Mbi254 0,406 0,604 -0,489
Phel-1 0,642 0,700 -0,091
Phel-2 0,414 0,513 -0,239
Phel-3 0,099 0,133 -0,336
Phel-4 0,283 0,246 0,131
Phel-6 0,265 0,352 -0,327
Phel-7 0,089 0,110 -0,239
Média 0,319 0,399 -0,261
DP* 0,180 0,222 0,207

Para os dados nucleares, o teste de Mantel n&mindorrelagcao significativa entre as
distancias genéticas e geograficas (r = 0,20900P&10).

A Analise de Variancia Molecular (AMOVA) atribuiu49% da variacdo observada
para os locos microssatélites a diferencas enpalggdes §st = 0,1491; P = 0,000). O teste
de atribuicdo ou “Assignment test” indicou que &®50% das amostras foram corretamente
identificadas a sua populacédo de origem.

De acordo com a metodologia de Evaneb al (2005), quatro grupos foram
identificados por meio daK como sendo o modelo ideal (Figura 12). Atravésadalise
Bayesiana realizada pelo programa STRUCTURE, fofieado que todos os individuos das

respectivas populacdes tém probabilidade de perttenmais de um grupo (Figura 13).

Deltak — mean(|_"(K}|) j sdiL(<)]

Delta K

A
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Figura 12. Representacdo do numero ideal de agrupamentosfichto pelo programa STRUCTURE de
acordo com a metodologia de Evaneb al. (2005). As andlises foram baseadas em oito mareador

microssatélites de 16 localidadesRiailyae
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Figura 13. Distribuicdo de genétipos d@. ailyaeem grupos de acordo com andlises de estruturagas) (bor
meio do Programa STRUCTURE, baseado em oito lodosssatélited_ocalidades: IRA (1), MIR (2), CAR (3),
BEL (4), ACA (5), CAT (6), GOI (7), BGA (8), CRI 9MRR (10), ARA (11), PVE (12), ICE (13), CNO (14)
PAR (15) e NXA (16,

4.2.1. Genética Familial

Para esse estudo, foram considerados os dadostgdLO ninhos de nove localidades
distintas, em que foram analisadas, em meédia, aperarias de cada um dos ninhos para
todos os oito locos. Para os demais ninhos, duasa® adultas foram analisadas.

Conforme esperado para a hipotese de monandrias tagl operarias das colonias
analisadas apresentaram um alelo comum herdad@adaonparental. Para os ninhos em que
apenas duas operarias foram analisadas, foi olosesvpresenca de, no maximo, trés alelos

distintos.

4.3. Inferéncias demograficas

Inicialmente, foi realizada a Andlise de Variandilecular Espacial (SAMOVA)
utilizando os dados mitocondriais; entretanto, fofiam obtidos valores significativos. Diante
disto, esta analise foi implementada com base adesdde microssatélites, e delimitou dois
grupos distintos, que podem ser facilmente ideaitfos na genealogia apresentada na Figura

7. O primeiro grupo € composto por 66 amostragrilisdas em 12 localidades (haplotipos
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nameros 1 a 11) e o segundo € composto pelas amostras coletadas em Porto Velho
(haplotipos 12 e 13).

Inicialmente, para verificar se as populacdesPdeilyae passaram por eventos de
expans&o ou retracdo populacional, o padrdo deaforda rede haplotipica foi analisado. E
possivel verificar que a genealogia observada gar&i7 ndo apresenta um padrao de rede
em formato de estrela, ou seja, um ou dois hapi®tg@muns centrais, possivelmente sendo
0s ancestrais, ligados a muitos outros haplétipass maros. Esse resultado indica que,
provavelmente, as populacdes €& ailyae ndo passaram por eventos de expansao
populacional.

Para confirmar esta informacao, foram aplicaddss$ede desvios de neutralidade como
0 R, (Ramos-Onsins & Rozas 2002) e o Fs de Fu (Fu 1%%fa o primeiro grupo, o Fs de
Fu foi de -1,3260 e o Roi de 0,0929, enquanto que para o segundo grugpde Fu foi de
0,6262 e o Rfoi de 0,3000, valores estes nao significativaatesicamente.

Além disso, com o objetivo de verificar possiveistuacdes no tamanho efetivo
populacional deP. ailyae no decorrer do tempo, a demografia historica deeas foi
construida a partir da metodologi@alescent Bayesian Skyline PloBSP (Drummondaet
al. 2005). Esta analise foi implementada apenas @amameiro grupo, pois o segundo néo
possui variacdo suficiente para a andlise de amleg®. O resultado revelou uma
estabilidade nas flutuacdes do tamanho efetivospéage nos ultimos 35 mil anos antes do
presente e um possivel gargalo populacional inicegaroximadamente cinco mil anos atras

(Figura 14).
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Figura 14. Histéria demogréafica dd?artamona ailyaebaseada nas regides mitocondriais CytB e COlI
concatenadas (1114pb). A linha preta representadiama estimada, e as linhas azuis mostram o linféeor

e superior com 95% de confianca.

4.4. Historia Natural
Durante as oito expedicbes de coleta realizadasa npssquisa, foram obtidas

informacdes relevantes quanto a histéria natur&l.dglyae conforme seguem abaixo.

4.4.1. Substratos utilizados para nidificacao

Foi observado quP. ailyaeutiliza uma ampla gama de substratos para codstrde
seus ninhos, como termiteiros subterraneos, tarostem tocos de arvores secas ou podres,
termiteiros no interior de arvores vivas e termitgiepigeos do tipo “murundu”. Nas regides
centro-oeste e sudeste do Brasil, 47% dos ninh@spiécie estavam em termiteiros epigeos
do tipo “murundu”. Além dos substratos supracitadosam encontrados ninhos Be ailyae

em barrancos (n=2), no solo (n=5) e em formiguefresd); ha ainda informacdo de que a
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espécie também construa seus ninhos em paredesa® @ uma altura aproximada de um
metro do solo, conforme relatado por meliponiculterBarra do Garcas (MT).

Apenas um dos ninhos d® ailyaeencontrado em Nova Xavantina teve seu térmita
hospedeiro identificadoCornitermes sp.por pesquisadores da Universidade Estadual do
Mato Grosso (UNEMAT). Em razdo do material extreraata resistente do revestimento dos
termiteiros, ndo foi possivel realizar a coleta dosos térmitas que abrigavam os ninhos de
P. ailyae porque seria necessario danificar parte considedo termiteiro, algo que seria
prejudicial tanto para os cupins quanto para athabe

Dos 75 ninhos de°. ailyae coletados, apenas dois, em Pontal do Araguaiamfor
encontrados no mesmo termiteiro; todos os demaim ainhos solitarios, ou seja, apenas um

em cada substrato.

4.4.2. Ornamentacdo de entrada dos ninhos
Foi verificado que, em 89% dos casos, a ornamemi@g&ntrada do ninho &e ailyae
se assemelhava a um triangulo equilatero (FiguyaOévido a este formato na entrada do

ninho, a espéci€ conhecida popularmente em algumas regides ddl Bastral como

“abelha sapa”.
A
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Figura 15. Estruturas de entradas de ninhofdetamona ailyaeA: Ninho em termiteiro na base de arvore
viva (Caldas Novas)B: Ninho em barranco (Barra do GarcasS);Ninho na base de tronco de arvore viva

(Caldas Novas'D: Ninho no solo (Icém
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Quando os ninhos d@. ailyae sdo construidos em termiteiros epigeos do tipo
“murundu”, isolados no solo, foi observado que maorentacdo de entrada € usualmente
simples, muito semelhante a ornamentacdo de enttad@nho deP. cupira (Figura 16).
Como a distribuicdo geografica & ailyae é parcialmente sobreposta a distribuicadPde
cupira, quando ninhos semelhantes quanto ao padrdo dememacdo eram encontrados, o
gue diferenciava uma espécie da outra, em campop eromportamento de defesa mais
acentuado d@. ailyae E possivel, porém, que alguns desses ninhos coamentacdo mais

simples estivessem em fase de construcao (Figira 17

Figura 16. Ornamentacédo de entrada do ninho.Ninho deP. ailyaeem termiteiro epigeo do
tipo “murundu” (Nova Xavantina, MT)B: Ninho deP. cupiraem termiteiro epigeo do tipo

“murundu”, isolado (Caldas Novas, GO).

Figura 17. Ninho deP. ailyaeem Araguari, MG, verificado em maio de 202 € em maio 20158)).
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4.4.3. Inimigos naturais

A acdo de meleiros configura uma das principaisagae a preservacdo de algumas
espécies d@artamona embora a maioria das espécies do género naoceaprasm mel tdo
apreciado, como é o caso®eailyae

EmboraP. ailyae ndo seja ameacada pela acdo de meleiros, a ag@navé uma
ameaca frequente. Foram encontrados ninhd3. @élyaeenvenenados e queimados porque
os individuos da espécsdio, eventualmente, confundidos por moradoresieuéigres com
os individuos ddrigona spinipesg-abricius, uma espécie considerada por estas [3eSS08®
prejudicial para culturas como laranja e maraquja.exemplo.

Outra ameaca aparente para algumas espécidzam@monasao as formigas. Em
Araguari foi encontrado um ninho d@ ailyae predado por estes animais (espécie néo
identificada). Nem todas as espécies de formigassaptam ameacas pd&aailyae tendo

em vista que trés ninhos desta espécie foram aacmstem formigueiros.

4.4.4. Aspectos biogeograficos

Os ninhos dé. ailyaeforam encontrados numa altitude média de 425 m&52 nos
sitios amostrados. A maior altitude relatada foi monicipio de Cataldo, GO (835 m),
enquanto que a menor foi em Carutapera, MA (24ar)forme Tabela 1.

Mediante andalise dos espécimes depositados nagbesléCamargo” e “Moure”, foi
verificado queP. ailyaeocorre em areas de clima super-umido, Umido, semitdl e semi-
arido. Entretanto, os espécimes coletados nestaigassé foram encontrados em localidades
de clima umido e semi-umido. Nas regides onde nkasi foram localizados, foi verificado
que a espécie, preferencialmente, nidifica préxincursos d’agua, em areas Umidas e

sombreadas.
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4.4.5. Densidade dos ninhos

Apesar deP. ailyaeter ampla distribuicdo (Figura 3), provavelmergaesspécie deve
apresentar baixa densidade de ninhos em deterrsimagées, o que configurou grande
dificuldade na localizacdo dos mesmos. Em Nova Miava, por exemplo, foram feitos
esforcos de coleta em uma area consideravel, nemgsete ninhos foram encontrados na
segunda visita a cidade. Além disso, quando umonarh localizado, na maioria das vezes,
dificilmente outros o eram, apesar de grande piatérea ter sido percorrida (Figura 18).

Esse mesmo padréo foi verificado em outras locddisla

NXA 9ifIXA 10

NXA 11

Figura 18. Area amostrada em Nova Xavantina na segunda egmede coleta. A escala ilustra a distancia
de um ninho para o outro, revelando a dificuldaslee®contrar novos ninhos na mesma area. A ordem dos

ninhos coletados esta relatada nos nimeros dd.5 a 1

Durante as coletas, foi constatado que os moradasesegides visitadas pouco sabiam
sobreP. ailyae possivelmente devido a baixa densidade, bem éona&iureza inconspicua de
seus ninhos, que apesar de serem bem ornamentadusioria das vezes, ndo sao tao faceis

de serem encontrados em seu ambiente natural.
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5. DISCUSSAO
5.1. Caracterizacao da variacdo génica e estrutura popational

Dentre as quatro regides mitocondriais analisamkasjveis de polimorfismo estimados
demonstraram que os fragmentos de COI e CytB Paailyaeforam os mais variaveis, com
11 haplotipos observados para COl em 16 localid@aes4) e sete haplotipos observados
para CytB em 14 localidades (n=72).

Utilizando Partamona hellericomo organismo modelo — uma abelha que também
possui baixa capacidade de dispersdo em razaoadbiadogia — Ferreira (2011) verificou
poucos haplotipos para a regidao COIl, onde somarite laplotipos foram encontrados no
campusda USP-RP (n=25), um haplotipo nampusda UFSCar (n=34) e um na USP-SP
(n=14). Um resultado similar foi encontrado pargeme CytB, com a diferenca que foram
observados trés haplotipos na USP-RP. Em recaiialtio realizado no LGEH utilizand
helleri (dados néo publicados), foram observados 43 hpppara COl em 58 localidades
amostradas (n=278) e 33 haploétipos para CytB ems@masode 55 localidades analisadas
(n=271). De igual maneira, ao analisar 145 ninl@®artamona rustica- uma espécie de
ocorréncia restrita e endémica do bioma Caatingaram observados 10 hapl6tipos para
COIl em amostras de 11 sitios amostrados (Mirahdésub.).

Embora os genes ribossomais 12S e 16S nao tenha@seatado variagdo paRa
ailyae, isso nédo foi verificado em outras espéciePdeamona Resultados dos trabalhos
supracitados desenvolvidos no LGEH mostraram qubaplotipos observados em 145
amostras deP. rustica analisadas, enquanto que pda helleri 13 haplétipos foram
encontrados em 276 amostras analisadas, ambaglaesampara o 12S (Mirandd al. sub.,
dados nao publicados).

Quanto as substituicbes observadas no presentdogsiumesma substituicdo néo-

sinbnima (Phe— Leu)foi verificada na mesma posi¢ao 594 da regido GOtrabalho feito
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comP. rustica Utilizando o mesmo gene pdea helleri Ferreira (2011) observou 12 sitios
polimorficos entre os individuos analisados, poréenmhuma das substituicoes resultou em
troca de aminodacidos, ao contrario do que essacaobservou para o gene CytB, onde houve
alteracédo de sete aminoacidos, principalmente &mikalanina e leucina em quatro posicoes
do fragmento do gene.

As andlises de estrutura populacional foram baseadsa genes concatenados (COI e
CytB). A AMOVA demonstrou que 94% da variacdo gexaétotal é devida a variacao entre
populacdes, sendo observada uma elevada difer@octantre as populacdes analisadas: (
= 0.9426; P = 0,000). Mirandet al (sub.), utilizanddP. rusticacomo modelo, encontrou
resultados semelhantes, indicando elevada diferg@eipara os genes concatenados. Ferreira
(2011) observou que 31,8%s¢ = 0,3184; P = 0,000) da variacdo total € resultddo
diferencas entre as populacdesRlehelleri analisadas, indicando moderada diferenciacao
entre as populacdes da espécie.

O teste de Mantel mostrou uma baixa, porém sigttifia, correlacdo entre distancia
genética e distancia geografica (r = 0,2589; P 023l). Para os dados mitocondriais,
Miranda et al (sub.) ndo verificaram isolamento por distanairee as populacdes de.
rustica, observando valores n&o significativos para @tdstMantel.

Nossa hipotese de trabalho é sustentada pelosalbtidos, sugerindo que a ocupagao
de um sitio ocorre por uma ou poucas linhagensrnegesendo ratificada pela presenca de
poucos haplotipos por sitio e, principalmente, peh@plotipos Unicos e exclusivos de

localidades.

5.1.1. Regiao intergénica COI-COIl
Os resultados observados para a regiao interg@@deCOIl em P. ailyaesugerem a

possibilidade de estarmos amplificando cépias awete deste gene mitocondridNumts.
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Nos estudos realizados no LGEH utilizarfélorustica(Mirandaet al sub.), bons resultados
foram observados para esta espécie utilizando mmear deprimers Entretanto, resultados
semelhantes foram observados paraustica so que para a regido Cytocromo B, sugerindo a
presenca d&lumts Miranda (2012) também caracterizou a presenchudetspara o gene
CytB em algumas espécies do género, inclusive Permustica e P. ailyae embora as
sequéncias de CytB tenham sido obtidas sem quattfienldade para 72 amostras de um
total de 75 coletadas de. ailyae A regido analisada se encontra internamente idaeg
amplificada por Miranda (2012). As amostras chomtsobservadas por este autor foram
coletadas em Araguari-MG, ao contrario do que bsiesvado nesta pesquisa. E possivel que
tenha ocorrido algum problema de anelament@raeers na regido analisada por Miranda

(2012).

5.2. Linhagens mitocondriais

A presenca de poucos haplétipos por sitio e, gahsiente, de haplétipos Unicos e
exclusivos de localidades, sugere dRertamona ailyaecoloniza uma area mediante um
namero reduzido de fémeas fundadoras. Ferreiralj20dbservando como ocorria a
colonizagdo de areas pBr helleri também verificou poucas linhagens mitocondriais por
sitio de colonizacdo. Resultados semelhantes t&om sbservados em outros estudos
realizados em nosso laborat6rio utilizando diferemspécies do género. Em outros trabalhos
com espécies de abelhas sociais, um ou poucostipagltambém foram observados em cada
sitio de colonizacéo estudado (Francistal.2013; Britoet al.2013).

O nuamero de linhagens maternas encontrado em wraadérocorréncia esta associado
a maneira como se d& a colonizacdo em espéciesrdéds (Lucena 2015). Em meliponineos,
por exemplo, as colonias se reproduzem por enxaneaga colbnia-filha mantém uma

relacdo de dependéncia com a colbnia-mae por atgampo (Michener 2007; Engels &



42

Imperatriz-Fonseca 1990; Nogueira-Neto 1954). Atksso, nestes individuos, a producédo da
prole €, comumente, realizada por apenas uma r@ftdtho & Camargo 2003). Ja no caso de
abelhas solitarias, diferentemente de espéciev@ass todas as fémeas estdo aptas a se
reproduzir (Aguiar & Gardéfalo 2004, 2006). Por estzdo, o padrdo de colonizacéo
observado em meliponineos, por exemplo, ndo é \wmderem algumas espécies de abelhas
solitarias. Em recente dissertacdo produzida noH Akicena(2015) verificou queCentris
tarsataocupa uma area via um numero muito elevado dedgrmumdadoras, muito superior
as espeécies sociais.

No géneroPartamona a populacdo dos ninhos pode variar entre 1.008.080
individuos adultos (Camargo & Pedro 2003) e, ptat eszd0, uma area a ser colonizada por
estes individuos pode se tornar bastante saturania poucas colénias em um sitio de
colonizacdo. Essa caracteristica, associada a idadwapacidade de dispersdo destes
individuos, principalmente em virtude do tamanhgo6ceo e ao modo de reproducao por
enxameagem, explica o baixo nimero de linhagercconitriais observadas pela presenca de
haplotipos Unicos e exclusivos em determinadosssitée colonizacdo. J& no caso das abelhas
solitarias, um padrdo distinto € observado, pois ninho é constituido de cinco a seis
individuos (Aguiar & Garofalo 2004, 2006), ndo sendn numero suficiente para saturar
uma é&rea, e isso possibilita a entrada continuaanditas outras fémeas no sitio de

colonizagéo.

5.3. Microssatélites

Nesta analise, foram identificados e devidamentegidos alelos nulos no loco Phel-4.
A ocorréncia de alelos nulos em locos de microbseté bastante comum; entretanto, isso
representa uma das limitagées na aplicacdo desteadores, pois individuos heterozigoéticos

podem ser erroneamente identificados como homaeagtgerando desvios do equilibrio de
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Hardy-Weinberg devido ao excesso de homozigotdeskdelos sdo chamados de “nulos” ou
“silenciosos”, pois ndo sdo amplificados na real&®CR (Jarne & Lagoda 1996).

Os valores de heterozigosidade verificados nestguiea (H = 0,399 e H = 0,319)
foram maiores aos encontrados em outros estudamntio primersheterélogos para outras
espécies de abelhas sem ferrdo (Carvalho-Zilse & X&06; Tavaregt al. 2007; Werneck
2008). De igual maneira, o percentual médio denpmiiismo (69%) e 0 numero médio de
alelos por loco (8,4) observado aqui também foraais raltos que os valores encontrados em
estudos anteriores (Silva 2007; Lopet al 2010). Possivelmente esse resultado seja
justificado pela correcdo dos alelos nulos realizaceviamente nesta pesquisa. Miranda
(2012), estudando a diversidade e estrutura genéédelipona mandacaiafez a correcéo
prévia de alelos nulos e observou valores sema&bambds que foram verificados pdta
ailyae

No presente estudo nédo foi observado déficit derbegotos (s = -0,261), sendo
todos osprimers utilizados polimérficos. A correcdo de alelos rsufoi realizada para tentar
evitar a subestimacéo da diversidade genética,époisnum encontrar estes alelos quando se
utiliza primers heterdlogos. Ferreira (2011) também observou valoregativos
estatisticamente significativos para este indicealguns locos polimérficos analisados para
as amostras ddé”. helleri Borges (2007) também verificou resultados semedisant
Diferentemente, Francisaet al (2006) analisaram o numero de alelos e a hetgrsiziade
para locos microssatélites eRartamona helleti Partamona mulatae Plebeia remotae
notaram um déficit de heterozigotos.

Estudos realizados nos quais o0 loco Mbi232 foiizatilo em outras espécies de
meliponineos revelaram uma variacdo semelhante ea fou observada neste trabalho,
inclusive paraVielipona bicolor espécie para o qual psmersforam delineados (Petees

al. 1998, Tavaregt al. 2007, Silva 2007). Tétkt al. (2002) estudaram a espécie de abelha
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sem ferradl etragona clavipes encontraram oito alelos para o loco em quebB&mandegt

al. (2012), em seu estudo utilizandRartamona seridoensisdentificou oito alelos nas
populacdes de Almas e quatro alelos nas populai@®®doreiras. Ferreira (2011) utilizando
P. helleriidentificou, inicialmente, nove alelos para o Iddbi232 em géis de poliacrilamida
9% néo desnaturante, porém, ao utilipgmers marcados com fluor6foro em corridas em
sequenciador, verificou 15 alelos para este loco.

Semelhantemente, outros estudos utilizando a andlis loco Mbi254 em outras
espécies revelaram uma variacdo semelhante a igueriftcada no presente estudo. Ferreira
(2011) identificou cinco alelos para o microsstaelbi254 quando este foi genotipado em
gel de poliacrilamida, porém a retipagem com o dscsequenciador automatico permitiu
identificar oito alelos distintos. Também utilizarf. hellericomo modelo de estudo, Borges
(2007) empregou 10 pares gemers que foram delineados paké& bicolor e, dentre estes,
verificou variacdo no loco Mbi254, identificandoédr alelos distintos. A variabilidade
genética encontrada utilizandR ailyae foi pouco menor que a encontrada no trabalho de
Ferreira (2011), porém maior que a variabilidadeoatrada no trabalho de Borges (2007).
Esta dltima autora atribuiu a baixa variacdo enmealat a0 uso dprimers heterélogos e, em
seu trabalho, enfatizou a importancia em desenvpimers homoespecificos. Isto, de fato,
permitird a obtencéo de resultados mais coerecgefrme destacou a autora.

Embora no presente estudo tenham sido utilizaulimsers heterélogos prospectados
para outras espécies, foi observada variagdo sanellou superior quando comparados a
outros estudos. Ferreira (2011), por exemplo, emestéudo utilizandd®. helleri analisou
locos homoespecificos para a espécie e encontemasgeis alelos no loco Phel-1, enquanto
25 formas alélicas do mesmo loco foram observadaa PB. ailyae Esses resultados
possivelmente estdo relacionados a amostragemn@@igesente estudo parte consideravel da

distribuicdo deP. ailyaefoi amostrada, enquanto que no trabalho de Far(2011) a coleta



45

do material biologico foi em doi€ampida Universidade de Sdo Paulo e @Gampusda
Universidade Federal de S&o Carlos.

Os valores dést e AMOVA revelaram que as populagdes estudadadet@oogéneas
para 0s locos microssatélites, e a existéncia d®salprivados corroborou para esta
diferenciacdo. Entretanto, considerando o baixorveb teste de atribuicdo (apenas 50%
correta a identificacdo dos individuos em sua pog@d de origem), a diferenciacédo
interpopulacional ndo é alta, embora significatiBgsta forma, a moderada diferenciacao
demonstra que ocorre fluxo génico entre as popetagiao em nivel suficiente para tornar as
populacdes dB. ailyaehomogéneas.

Fernandeset al. (2012) observaram que a AMOVA atribuiu 3,95% daiagio
encontrada para os locos microssatélites a difasergptre as duas populacdes Rle
seridoensisestudadas (Almas e Moreiras), encontrando baiatmes depst (0,039). Estes
autores também concluiram que a diferenciacéo wid&r embora significativa, ndo € alta,
pois consideraram também o baixo valor do testatdeuicdo (apenas 61% das amostras
identificadas corretamente em suas populagdesigenor. Por outro lado, Ferreira (2011)
verificou que a AMOVA atribuiu 11,9% a diferencastre populacdespér = 0,119; P =
0,001), indicando uma moderada diferenciacdo gemeétitre as trés populacdesRienelleri
estudadas. Esta autora verificou que o teste dheigéio identificou corretamente a populagéo
de origem em 97% das operérias analisadas, coafbora maior diferenciacdo apontada
pelo¢srt.

O teste de Mantel ndo indicou correlacdo signifieaentre as distancias genéticas e
geograficas (r = 0,2090; P = 0,0610), reveland@mcia de isolamento por distancia entre as
populacdes estudadas. Miranetaal. (sub.), analisando locos microssatélites, verfialta
correlacdo entre as distancias genéticas e geoggafinostrando isolamento por distancia

entre localidades amostradas praustica
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O resultado revelado pelo programa STRUCTURE comlo “Assignment test”, o
qual indica que apenas 50% das amostras foramtameate identificadas a sua populacao
de origem, ou seja, os individuos ndo podem setouamente incluidos em apenas um dos
quatro grupos revelados pela andlise. Embora estdtado seja contrastante frente aos
grupos delimitados pela SAMOVA, vale salientar gesta Gltima analise leva em
consideracdo dados geogréficos, e estes gruposmpeee facilmente visualizados na
genealogia mostrada na Figura 7.

Quando os valores dést estimados para 0s genes mitocondriais concatenados
estudados (COI e CytB) sdo comparados aos valoge$s€ estimados para os locos
microssateélites, é possivel verificar que o graudderenciacdo observado para o DNA
mitocondrial foi muito maior que para o DNA nuclebima justificativa plausivel para este
resultado pode estar relacionada a dispersdo sskotrica da espécie, em que as fémeas,
sendo filopatricas, sdo as responsaveis pela ogapde areas, e os machos, por sua vez,
constituem o sexo dispersor. Ademais, a difereng& estes valores j& era esperada, levando
em consideracdo os diferentes modos de heranca N& mitocondrial (hapléide e
uniparental) e do DNA nuclear (diploide e bipar@nf@aalumbiet al. 2001).

Segundo os dados da literatura, os machos de adges@ecies de meliponineos
possuem um raio de voo limitado (Ketral. 1962, Carvalho-Zilse & Kerr 2004). Entretanto,
sabendo que a reproducdo das colénias de melipmnéeeda por enxameagem, e levando em
consideracdo a alta diferenciacdo genética enaantpara 0os genes mitocondriais e a
moderada diferenciacdo para os locos microssatéliitservada no presente estudo, é possivel
sugerir que 0os machos Be ailyaeapresentam boa capacidade de dispersao, carantiia

condicdo de dispersdo sexo-assimeétrica.
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5.3.1. Genética Familial

Todas as operarias das colonias analisadas a@esanim alelo comum herdado do
macho parental, conforme esperado para a hipotesenahandria, pois as rainhas de
Meliponini acasalam, via de regra, com apenas umhm&Kerret al. 1962, Peteret al
1999, Kerr 1969, Strassmann 2001). Segundo Hugbesal (2008), esta forma de
acasalamento € uma condicdo ancestral nos organisraplodiploides. Os resultados
observados no presente estudo quanto a segregégia antranidal revela que, em
Partamona ailyag apenas um macho insemina a rainha, mostrando aq@spécie €
monandrica.

Embora a monandria seja mais comum em espécidsetieaa sem ferréo, a ocorréncia
de poliandria é relativamente comum. Entretantoc@réncia de multiplos acasalamentos
nem sempre significa poliandria. UtilizandBcaptotrigona posticaem estudos sobre
paternidade e grau de parentesco, Pagt@h (1999) utilizaram marcadores microssatélites e
verificaram que até seis machos inseminaram abawsideS. posticaporém, a paternidade
efetiva estimada foi menor que 2, ndo caracterzgmaliandria. Outros estudos também
relataram inseminacédo de rainhas de espécies dpavlieli por mais de um macho (Carvalho
2001, Francini 2009), porém néo foi estimada arpatade efetiva nos ninhos analisados. Por
outro lado, contradizendo o esperado para abedradeyrdo, Francini (2013) observou alto
nivel de poliandria para nove coldnias Melipona seminigra abunensisom paternidade
efetiva maior que 2.

Brito (2005), estudando colénias de duas espée@é&adamona observou que apenas
um macho fecundou as rainhas Rlemulatae P. helleri indicando que estas espécies sao
monandricas; porém, foram observadas duas pa#adiem algumas colbnias Behelleri

Um estudo mais aprofundado utilizanBo helleri foi realizado por Ferreira (2011) e

esta autora observou resultados semelhantes aotetm no presente estudo, em que as
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progénies analisadas podem ser atribuidas a umlaargjue € inseminada por apenas um

macho, caracterizando a estrutura familial comoaygarnca/monandrica.

5.4. Inferéncias demograficas

Segundo Avise (2000), uma rede haplotipica em ftorrda estrela pode indicar sinais
de expanséao populacional. Neste sentido, confoimsereado na Figura 14, ndo € possivel
sugerir a ocorréncia de expansao populacional.

Quanto aos testes de neutralidade, valores nadicagnos estatisticamente foram
obtidos.

Adicionalmente, a analise dioalescent Bayesian Skyline P(BSP) revelou uma
estabilidade no tamanho efetivo populacional derdantio o periodo analisado, com um
pequeno indicio de retracdo populacional nos UHimimco mil anos antes do presente;
entretanto, este indicio de retracédo precisa sdisado com cautela, pois € possivel observar
um aumento no intervalo de densidag®ateriori Portanto, pode-se concluir que n&o foram
observadas oscilagdes marcantes no tamanho etzts/populacbes de. ailyaeno periodo

considerado.

5.5. Histéria Natural

5.5.1. Substratos utilizados para nidificacéo

Em seu trabalho, Camargo & Pedro (2003) descrevaenPq ailyae nidifica em
termiteiros em tocos de arvores secas ou podretgraemteiros no interior da base de troncos
de arvores vivas, em termiteiros epigeos e em teinosg subterraneos. De fato, no presente
trabalho, os ninhos de. ailyaeforam observados com maior frequéncia nestes rattst
principalmente nos termiteiros epigeos do tipo ‘Umdiu”, sugerindo que a espédaiglifica

preferencialmente nos substratos descritos por @@amé& Pedro (2003), porém, nao
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exclusivamente, poi®. ailyae utiliza outros substratos para construcdo de s@usos,
revelando uma plasticidade maior que a predita @steacaracteristica.

Camargo & Pedro (2003) descreveram que o0s ninh®&s didyaeséo ninhos solitarios,
ou seja, um ninho por substrato, porém, foi vadiz ndo se tratar de um padrédo, pois em
Pontal do Araguaia foram encontrados dois ninhosmesmo termiteiro. Embora muito
proximas uma da outra, as analises dos microdeatélemonstraram que estas colbnias se
tratam de duas familias distintas. Nas expedic@etizadas com a finalidade de obter
espécimes dB. ailyae foram coletadas outras espécies do género pdeaemvolvimento de
outros trabalhos em nosso laboratorio, e nestastasolforam encontradas pequenas
agregacoes de ninhos de espécies descritas comcessgue apresentam ninhos solitarios,
comoP. cupirg P. hellerie P. mulata Portanto, parece que ndo ha um padréo quantia a es

caracteristica.

5.5.2. Ornamentacgéo de entrada dos ninhos

Conforme observado no presente estudo, Siqeeih (2007) também verificaram que
a ornamentacdo de entrada dos ninhoP.dailyaese assemelha a um tridngulo equilatero.
Essas informacdes corroboram as descricdes de GandaiPedro (2003). Segundo estes
altimos autores, algumas espéciePdetamonasao muito semelhantes no que diz respeito a
morfologia e ao padrdo de cores dos adultos, e ueram ser classificadas como
determinada espécie devido as informacdes obtidase sos hébitos de nidificacdo e
ornamentacdo de entrada de seus ninhos, senddec@taras peculiares a cada espécie.
Entretanto, embora auxiliem na identificacdo taxoitd, estas caracteristicas ndo séo

determinantes para identificar a espécie, confafisie na Figura 16.
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5.5.3. Inimigos naturais

Alguns ninhos déP. ailyaeforam envenenados e queimados porque os individaos
espécie foram confundidos com os individuo3 dgona pinipes. Embord. spinipegealize
um papel importante na polinizacao (Lorenebmal 1993), estudos mostram que esta espécie
age, por vezes, como inseto-praga, prejudicandoetifes culturas (Silveiet al. 2010). Em
muitos casos, a populacdo desconhece a grandetémpiardas espécies Bartamonacomo
polinizadoras, tratando-as como inuteis.

Além da acdo humana, algumas espécies de fornagasetn constituem ameaca para
algumas espécies deartamona Mirandaet al. (2015) observou um ninho d@. rustica
sendo predado por uma formiga da espé&aenponotus rufipesabricius (1775). Estes
autores observaram qu@. rufipesse alimentou do mel e do pdélen Be rustica como

também predou as larvas das abelhas.

5.5.4. Densidade dos ninhos e implicacdes para a conseivac

A possivel baixa densidade dos ninhosPdailyaendo é corroborada com o que tem
sido verificado para outras espéciePdetamona comoP. rusticg P. hellerie P. cupirg por
exemplo. Entre 20/07/2014 e 06/08/2014, foi redizama expedi¢cdo de coleta na area de
distribuicdo deP. ailyae e P. cupira Neste periodo, nenhum ninho & ailyae foi
encontrado, enquanto 102 ninhos Rlecupira foram localizados e coletados. A Figura 19
mostra alguns ninhos dB. cupira coletados em Delfindpolis-MG, ninhos estes muito
préximos uns dos outros, um contraste muito evaantando comparados ao que foi

observado erR. ailyae(Figura 18).
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Figura 19. Area amostrada pafa cupiraem Delfindpolis-MG.

Estes achados paR ailyae podem estar relacionados atatusde conservacdo da
espécie, podendo haver um risco de extingdo enmalglocalidades. Siqueis al. (2007)
relataram que, apesar da grande distribuicdo geoayrd. ailyae foi incluida na lista
vermelha das espécies ameacadas de extincdo m estaMinas Gerais. Segundo estes
autores, a dificuldade em encontrar ninhos da ésgécda por pressfes ambientais como o
desmatamento para o avango da agricultura e agrépace, como consequéncia, a
diminuigc&o de locais para nidificagao.

Para estes individuos, um habitat 6timo é aquetefgnece 0s recursos necessarios
para a sua sobrevivéncia, como os locais paraigcadédo, por exemplo. A oferta e a
competicdo por estes locais sdo fundamentais gdeantinar a presenca de uma espécie em
um local (Cane 2001) e qualquer fator que altembuandancia ou existéncia destes recursos
pode interferir negativamente nas populacbes dassetos (Rambaldi & Oliveira 2003,
Antonini & Martins 2003).

O desconhecimento da populacdo da elevada imp@téddas abelhas como
polinizadores extremamente eficientes em ecosséstaraturais requer urgentes esforgos no

sentido de criar estratégias para conservacdosdastetos. O servico ecoldgico prestado
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pelas abelhas tem sido ameacado em decorrénciaaddegdeclinio de suas populacdes
(Biesmeijeret al 2006; Bartolomeust al 2013). Esse declinio tem como principal causa a
grande alteracdo e fragmentacdo do habitat, aslsscia outras causas como o uso de
agrotoxicos, competicdo por espécies invasorastezaabes climaticas (Thomson 2004;
Whitehornet al 2012; Tylianakis 2013). Todas essas causas qlieem as populacdes
naturais das abelhas podem acarretar ainda a gerdigersidade genética, aléem de elevar os
niveis de endogamia. Por serem haplodipldides esaptarem a determinacdo complementar
do sexo CSD), a diminuicdo da diversidade genética pode reptas um risco para estes

insetos (Zayed 2009).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Poucos sédo os trabalhos que abordam a variabiligadsstrutura genéticas das
populacdes naturais de abelhas, bem como no queesieito a historia natural destes
insetos. Embora cada vez mais o interesse emautitizservico ecolégico prestado pelas
abelhas esteja crescendo, o desconhecimento eléaitdormacdes da biologia e da genética
configura um empecilhno para a conservacdo dessetos Diante disso, vale salientar,
inicialmente, que os dados produzidos nesta pesqgalaboram para reduzir as sérias lacunas
em nosso conhecimento.

Além disso, o presente trabalho corroborou a hgadieicial, onde os dados apontaram
para uma dispersao sexo-assimeétrica, em que asgés@ie as responsaveis pela ocupacao de
areas, pois possuem comportamento filopatrico, amquos machos constituem o sexo
dispersor, sendo 0s responsaveis pela entrada \des radelos na populacdo. Ademais,
verificamos que a segregacao alélica para os odosl microssatélites (heteroespecificos)
mostrou que as progénies Beailyaepodem ser atribuidas ao acasalamento de uma rainha
com um unico macho, caracterizando uma estrutandidé monoginica/monandrica.

Embora os resultados do presente estudo tenhambcodd para esclarecer certas
guestbes, eles ndo podem ser considerados comdugle contrario, espera-se gue estes
resultados sirvam de estimulo para o desenvolvimndet estudos continuados acerca da
genética de populacdes, filogeografia e histortarahdePartamona ailyaee outras espécies
de Meliponini.

Para outros estudos envolveri@oailyae primeiramente faz-se necessario aumentar a
amostragem em toda a area de distribuicdo da espéono: i) as areas em que foram obtidos
espécimes de poucos ninhos, principalmente na aegidazoOnica; ii) eliminar odag
amostral existente e; iii) amostrar localidadesiias nos biomas Caatinga e Mata Atlantica.

Além disso, para obtencdo de resultados mais desrequanto as andlises dos
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microssatélites, faz-se necessario o desenvolvonatd analises utilizandgrimers
homoespecificos.

Realizadas estas etapas, estudos mais completosrapodser desenvolvidos,
principalmente no que diz respeito a filogeografaespécie. O fato d@ ailyaeocorrer na
Floresta Amazobnica e na Mata Atlantica (foram algidecentemente representantes de nove
ninhos da espécie em ambientes de Mata Atlantiaid¢ntificados por especialista),
possibilitara a investigacao dos possiveis efeltissperiodos glaciais do Pleistoceno sobre a
conectividade e a diferenciacdo das populacdoeseubstribuiam entre as areas destes dois
biomas. Desta forma, sera possivel tentar assadgstribuicdo da variacdo genética entre as
populacdes da espéaeeventos biogeograficos e paleoclimaticos ocasrigocentemente na

historia geoldgica do planeta.
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Apéndice 1

Tabela 8.Distribuicao dos haplotipos de COI Beailyaenos sitios amostrados, exceto Barreiras-BA.

Localidades amostradas H1H2 H3 H4 H5 H6 H7 H8 H9 H10 H11l N
2 Irapud-SP 1 1
3 10 10
4 2 2
5 Crixas-GO 4 4
6 3 3
7 Morrinhos-GO 4 4
8 2 2
10 Barra do Gargas-MT 3 3
11 Pontal do Araguaia-MT 12 12
12 _ 4 4
13 Belterra-PA 1 1
14 Carutapera-MA 1 1
15 Mirador-MA 1 1
16 Porto Velho-RO 3 2 5
Total 74
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Figura 20. Rede de haplétipos de COI verificados em 74 ameste 16 sitios. As cores identificam os sitios

amostrais e estdo de acordo com a Tabela 8.
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Tabela 9.Distribuicdo dos haplétipos de CytB Beailyaenos sitios amostrados.

Localidades amostradas H1 H2 H3 H4 H5 H6 H7 N
1 deémsp 7 7
2 Irapud-SP 1 1
3 1 1
4 10 10
5 2 2
6 Crixas-GO 1 1 2 4
7 3 3
8 Morrinhos-GO 4 4
9 2 2
10 14 14
11 Barra do Gargcas-MT 3 3
12 Pontal do Araguaia-MT Wi 12
13 4 4
14 Porto Velho-RO 5 5
Total 72
H7
9
N .
H3

Figura 21. Rede de haplétipos de CytB verificados em 72 ameste 14 sitios. As cores identificam os sitios

amostrais e estdo de acordo com a Tabela 9.
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Figura 23. Hapldtipos distintos dB. ailyaepara o gene CytB.
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Figura 24. Sequéncias de. ailyaepara o gene ribossomal 12S.
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Figura 25. Comparacéao entre sequénciasPdailyae P. rusticae P. helleripara o gene ribossomal 12S. A partir da posicada?sequéncia é

visualizada a repeticéo/insercéo de cinco basémgmento deste gene p&taailyae



CHO1DOZPETECH
CHOZDOBPETECAH
CHOGDO1PZTECAH
HXA1D10FPETECAH
CH 1D11PETECAH
ARA1D12PETECAH
ARAZDSPZTECAH

Consensus

CHO1DOZPETECH
CHOZDOBPETECH
CHOGDO1PZTECAH
HXA1D10PETECH
CH 1D11PETECAH
ARA1D12PGETECAH
ARAZDSPZTECAH

Consensus

CHO1D07PETECA
CHO2ZDOBPETECA
CHOGDO1PZTECH
HXA1010PETECA
CH 1011PGTECA
ARA1D012PGTECA
ARAZD5P/TECA

Consensus

CHO1D07PETECH
CHOZ2D0BPETECAH
CHOGDO1PZTECA
HXA1010PETECA
CH 1011PGTECA
ARA1D12PETECA
ARAZDSP/TECA

Conzensus

CHO1DO7PETECAH
CHOZ2DOBPETECAH
CHOGDO1PZ?TECAH
HX¥A1D10PETECA
CH 1D11PGTECA
ARA1D12PETECA
ARAZDSPZ?TECA

Consensus

75

1 10 20 30 40 50 (1] 70 80 90 1000 110 120 130

1 1
TATAGATAGARRCCARTCTGACTTACGTCGATTTGAACTCARATCATGTARGAT TTTAARRAGTCGARCAGACTTAATCATTAARARCTTCTGCATTTAARAATTTATCTTARTTCARCATCGAGGTCGCARTC

R kI R L Lk E T T Ry
Y L T T T N T I T T T T TN T T TN T T T T T T T T Ty
Y L T T T N T I T T T T TN T T TN T T T T T T T T Ty
Y L T T T N T I T T T T TN T T TN T T T T T T T T Ty
Y L T T T N T I T T T T TN T T TN T T T T T T T T Ty
T T A A e ey

R kR R R R T T I T i R e kR R R T R T I S R A A S Y

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

1 1
ATTTTTTTCTATATGACCTATARAARAAATATARCGC TGTTATCCCTAARGGTARTTTATTCTAATATTTTTARATTARARARARTCATTATTTTTCCTTTARTTTARGTTACTATARATTAAARATTTTTTARAT

T kT ki
T kT ki
T kT ki
T kT ki
D L T L bk Lk T L T T R L L L T T T kL Tk R P
R L L R R S R R

R kR R R R T T I T i R e kR R R T R T I S R A A S Y

261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

1 1
TTARTARTTCTCCCARCTAARATATTTTATTARATTTATAARTTTTTATARAARTAARRATARTARAATATARAATTCTATAGGGTCTTATCGTCCCATARATARATTTTARCATTTTTATTAARARARATTTAARART

D L L L R T T T T T T T e L
D L L L R T T T T T T T e L
D L L L R T T T T T T T e L
P R R R Ty
P R R R Ty
P R R R Ty

R kR R R R T T I T i R e kR R R T R T I S R A A S Y

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 1
TTATATAARTAARATATGAGACAGTATATATTTCATTARTCCTTTCATTCCAGATTTCATTTAARARATCAARTTGATTATGCTACCTTTGTACAGTCAGATATACTGCAGCCATTTAAATATTTCATTGGGCA

Y L T T T N T I T T T T TN T T TN T T T T T T T T Ty

D L L L R T T T T T T T e L
P R R R Ty
P R R R Ty
P R R R Ty
P R R R Ty

R kI R L Lk E T T Ry

521 530 540 550 560 569

1 1
GATTGACTTAARRRTTATTCTCAATAAGACATGTTTTTGATAARCAGGTG

e
R R e e R R
R R e e R R
R R e e R R
R R e e R R
B R LR E T T T

P T T T T T T

Figura 26. Sequéncias de. ailyaepara o gene ribossomal 16S.
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Localidades

Locos | Alelos
IRA | MIR |CAR |BEL |ACA |CAT BGA |CRI MRR ARA PVE CE CNO | PAR | NXA
108 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,167 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,071 0,000 0,000 0,000
117 | 0,000 | 0,000 0,500 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000{ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
120 | 0,500 | 0,500; 0,500 0,500 0,250 0,2 0,167 0,000 250,10,000( 0,125 0,700 0,000 0,050 0,125 0,357
Mbi232 | 123 | 0,500| 0,000 0,000 o0,000 0,500 0,7 0,667 1,000 7%0/81,000| 0,875 0,300 0,929 0,950 0,708 0,357
126 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,250 0,0 0,000 0,000 000,00,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,125 0,250
129 | 0,000 | 0,500 0,000 0,500 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,042 0,000
132 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000{ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036
202 | 0,000| 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 250,10,000{ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
205 | 0,000| 0,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 250,10,000( 0,250 0,000 0,000 0,150 0,000 0,107
208 | 0,500| 0,500; 0,000 0,000 1,000 1,0 0,667 0,667 000,50,875| 0,250 0,400 0,857 0,300 0,708 0,536
211 | 0,500| 0,000; 1,000 0,500 0,000 0,0 0,167 0,000 250,10,125| 0,500 0,600 0,143 0,350 0,250 0,286
Mbi254 | 214 | 0,000| 0,500 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000{ 0,000 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000
217 | 0,000| 0,000, 0,000 0,500 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,150 0,000 0,036
220 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,167 0,000 000,00,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
223 | 0,000| 0,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 250/10,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
226 | 0,000| 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,333 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,042 0,036
222 | 0,000| 0,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000/ 0,000 0,000 0,071 0,000 0,000 0,000
228 | 0,000| 0,000; 0,500 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
230 | 0,000| 0,500{ 0,500 0,500 0,500 0,2 0,000 0,000 000,00,000( 0,000 0,400 0,000 0,000 0,125 0,179
232 | 0,000| 0,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,167 000,00,000/ 0,000 0,000 0,000 0,000 0,467 0,107
Phel-1 | 234 | 0,000| 0,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,100 0,000 0,000 0,000 0,071
236 | 0,000| 0,500; 0,000 0,500 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000{ 0,000 0,000 0,000 0,050 0,000 0,000
240 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,500 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,036
242 | 0,000| 0,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,333 250,60,250| 0,000 0,000 0,286 0,000 0,208 0,107
244 | 0,000| 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,5 0,000 0,000 250}10,125| 0,125 0,300 0,000 0,250 0,000 0,143
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246 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,833 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,1 0,000 0,143
248 | 0,000 | 0,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,250 0,100 0,286 0,0 0,125 0,036
250 | 0,500 0,000; 0,000 o0O,000 0,000 0,0 0,000 0,000 2%0}10,125| 0,379 0,000 0,000 0,34 0,208 0,036
252 | 0,500 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,125 0,000 0,071 0,0 0,000 0,071
260 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,167 0,333 000,00,000| 0,125 0,000 0,000 0,0 0,000 0,036
262 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,286 0,04 0,000 0,000
266 | 0,000 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,2 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,036
268 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,125| 0,000 0,000 0,000 0,0! 0,000 0,000
270 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,083 0,000
272 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,125| 0,000 0,000 0,000 0,04 0,000 0,000
274 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,125| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000
278 | 0,000| 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,125| 0,000 0,000 0,000 0,04 0,000 0,000
280 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 250}10,000| 0,000 0,000 0,000 0,04 0,042 0,000
282 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,167 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000
284 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,042 0,000
328 | 0,000| 0,000 0,000 0,00p 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,200 0,000 0,0 0,000 0,000
263 | 0,000| 0,000, 0,000 0,000 0,250 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,083 0,036
265 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,067 000,00,000| 0,000 0,200 0,000 0,0 0,000 0,000
267 | 1,000 0,500 0,000 1,000 0,500 0,0 0,000 0,000 750}30,000| 0,750 0,200 0,786 0,1 0,292 0,214
269 | 0,000| 0,500 0,500 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000; 0,000 0,000 0,000 0,0 0,083 0,143
271 | 0,000 0,000; 0,000 0,000 0,250 0,5 1,000 0,833 000}50,875| 0,125 0,000 0,214 0,3 0,458 0,571
Phel-2 | 273 | 0,000| 0,000, 0,000 0,000 0,000 0,5 0,000 0,000 2%0}10,125| 0,125 0,000 0,000 0,54 0,042 0,036
275 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000{ 0,000 0,000 0,000 0,0! 0,042 0,000
277 | 0,000 0,000 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,200 0,000 0,0 0,000 0,000
279 | 0,000 0,000 0,500 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000
281 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,300 0,000 0,0 0,000 0,000
293 | 0,000| 0,000, O0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,200 0,000 0,0 0,000 0,000
Phel-3 93 | 0,000| 0,000, 0,000 0,500 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,125| 0,000 0,300 0,000 0,1 0,000 0,036
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95 1,000 | 1,000 1,000 0O,500 1,000 1,0 1,000 1,000 001,00,875| 1,000 0,500 1,000 0,900 1,000 0,964
97 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000{ 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,000
243 | 0,000| 0,500, 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,067 250}10,000| 0,000 0,200 0,000 0,000 0,125 0,227
Phel-4 245 | 0,000 | 0,000; 0,500 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000;00,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,136
247 | 1,000| 0,500 0,500 1,000 0,500 1,0 1,000 0,167 000}51,000| 1,000 0,800 1,000 0,750 0,625 0,409
249 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,500 0,0 0,000 0,p67 750;30,000| 0,000 0,000 0,000 0,250 0,250 0,227
167 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,300 0,000 0,000 0,000 0,000
Phel-6 169 | 0,000| 0,500, 0,500 0,500 0,500 0,7 1,000 0,833 750,80,875| 1,000 0,700 1,000 0,950 0,917 0,643
171 | 0,000 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,036
175 | 1,000 | 0,500} 0,500 0,500 0,500 0,2 0,000 0,067 250}10,125| 0,000 0,000 0,000 0,04 0,083 0,321
282 | 1,000| 1,000 1,000 1,000 0,750 1,0 1,000 0,833 500,71,000|{ 1,000 0,900 1,000 1,0 0,958 0,929
284 | 0,000 0,000; 0,000 0,000 0,250 0,0 0,000 0,000 500,20,000| 0,000 0,200 0,000 0,0 0,000 0,071
Phel-7 286 | 0,000 0,000; 0,000 o0,000 0,000 0,0 0,000 0,067 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000
288 | 0,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,000 0,000 000,00,000| 0,000 0,000 0,000 0,000 0,042 0,000

Quadro 1: Frequéncias alélicas obtidas para oito locos resai@lites analisados em uma operaria adula didyaede cada um dos ninhos

coletados em 16 localidades.



