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“Se as abelhas desaparecerem da face da terra, a
humanidade tera apenas mais qualtro anos de existéncia.
Sem abelhas ndo ha polinizagdo. Néo ha reprodugdo da
flora, sem flora ndo ha animais, sem animais ndo havera
ra¢a humana”

(Albert Einstein)
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RESUMO

A abelha sem ferrdo Melipona fasciculata (Smith, 1854), popularmente conhecida como titba,
¢ uma espécie que possui distribuigdo em ambientes bastante diversificados. Essa abelha possui
grande importdncia para os meliponicultores, por produzir uma grande quantidade de mel ¢ de
excelente sabor, principalmente no Maranhdo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
estudar os padrdes de diversidade genética de populagdes M. fusciculuta no Maranhzo,
utilizando-se o gene mitocondrial COl. Seis espécimes de M. fusciculata foram coletados nos
munic{pios de Imperatriz ¢ Sio Bento, sendo trés de cada municipio. O DNA gendmico foi
extrafdo utilizando-se o protocolo baseado em Fenol-Cloroférmio, que logo apés passou pelos
processos de quantificagdo, amplificagdo génica realizada via PCR, visualizagdo em gel de
agarose 1% e posterior sequenciamento. Os dados foram analisados por meio dos softwares
MEGA X, ARLEQUIN 3.5.2.2, DNASp 6 e NETWORK v. 4.6. As analises moleculares
identificaram 5 haplétipos, e nenhum haplétipo compartilhado entre as populagdes,
evidenciando o isolamento dessas populagdes. O municipio de Sdo Bento possui uma maior
variabilidade genética em relagdo a Imperatriz. Verificou-se um processo de diferenciagdo
genética entre as amostras analisadas, visto que os valores de diferenciagdo genética foram
maiores ao comparar os haplétipos dos diferentes municipios. Diante dos passos mutacionais
observados nas sequéncias, houve modificagdo na sequéncia proteica gerada para todos os
haplotipos. De acordo com a Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) verificou-se uma alta
estruturagdo genética nas populagdes de tiuba. O teste de neutralidade Fs de Fu indicou que as
populagdes estudadas podem estar sofrendo expansdo populacional. Nao houve fluxo génico
entre as populagdes estudadas, podendo estar relacionada a distancia geogréfica entre as
localidades, indicando a existéncia de ecdtipos localmente adaptados.

Palavras-chaves: Abelhas sem ferrdo. Conservagdo. mtDNA.
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ABSTRACT

The stingless bec Melipona fasciculata (Smith, 1854), popularly known as titiba, is a species
that has a distribution in very diverse environments. This bee is of great importance (o
beekeepers, as it produces a large amount of honey with excellent flavor, especially in
Maranhdo. In this, the objective of this work was to study the patterns of genetic diversity of
M. fasciculata populations in the Maranhiio context, using the mitochondrial gene COL. Six
specimens of M. fasciculata were collected in the municipalities of Imperatriz and Sdo Bento,
three from each municipality. The genomic DNA was extracted using the genomic protocol
based on Phenol-Chloromium. which soon after went through the processes of quantification,
gene amplification performed via PCR, visualization in 1% agarose gel and subsequent
sequencing. Data were analyzed using MEGA X, ARLEQUIN 3.5.2.2, DNASp 6 and
NETWORK v. 4.4. Molecular samples identify 5 samples, and no haplotype shared between
samples, evidencing the samples of samples. The municipality of Sio Bento has a greater
genetic variability in relation to Imperatriz. The difference between the different differentiation
processes studied was verified. since the values of genetic variation were higher in the
municipalities of the haplotypes. In view of the mutational steps observed in the sequences,
there were changes in the protein sequence designed for all haplotypes. According to the
Analysis of Molecular Variance (AMOVA) there is a high genetic structure in the populations
of titiba. Fu's Fs neutrality test indicated that populations may be increasing population
expansion. There was no genetic flow between the local populations, which may be related to
the location between the locations, indicating the existence of adapted local flows.

Key words: Stingless bees. Conservation. mtDNA.
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1 INTRODUCAO

A criagdo de abelhas sem ferrdio (meliponineos) tem se tornado uma importante
atividade econbmica para os meliponicultores, por meio da comercializagio do mel, da
polinizagdo de alguns produtos comerciais ¢ da venda de coldnias geradas pela criagio
racional dessas populagdes. No entanto, o produtor deve manter o foco na conservagio,
mantendo essas populagdes em seus habitats naturais como polinizadoras. visto que a
grande maioria das espécies da flora nativa brasileira depende da polinizagdo realizada
pelas abelhas sem ferrdo para sua continuidade (EPAGRI, 2017).

Atualmente, as populagdes dessas abelhas estio sofrendo declinio, devido
principalmente a agdo do homem. Com o avango das dreas desmatadas, seja para a
ocupagdo urbana ou para novas 4reas cultivadas, o habitat das abelhas sem ferrdo vem
diminuindo ao longo dos anos. Mudangas no ambiente natural, juntamente com
isolamento geografico, a destruigdo de ninhos, redugdo da floragdo nativa e redugdo da
capacidade de suporte ambiental, colocam essas espécies em risco de extingdo (LIMA-
VERDE; FREITAS, 2011 SILVA; PAZ, 2012).

A redugdo do tamanho populacional estd associada a perda da variabilidade
genética, pois em populagdes pequenas a segregagio aleatoria dos genes e a reprodugio
desigual entre os individuos produzem mudangas nas frequéncias alélicas (LOPES,
2004). Varios pesquisadores apos perceberem o declinio em populagdes dessas abelhas
comegaram a realizar diversos estudos, visando salvar as abelhas. Grande parte dos
estudos estd voltada para as andlises dos marcadores moleculares. Entre os genomas mais
estudados no género Melipona estd o DNA mitocondrial (mtDNA), tendo sido
completamente sequenciado para as abelhas Melipona bicolor (SILVESTRE et al., 2008)
e Melipona scutellaris (PEREIRA et al., 2016).

No Maranhio existe a abelha titiba (Melipona fasciculata), que possui grande
importancia ambiental e socioeconémica para o estado, principalmente por seu mel
possuir caracteristicas muito distintas em relagdo ao mel de Apis mellifera, por apresentar
gosto mais 4cido, maior fluidez e menor viscosidade, além de ser um produto de tradi¢do
no estado, possuindo pregos mais elevados e demanda crescente no mercado (HOLANDA
etal.,2012; OLIVEIRA et al., 2012).

Segundo Silvestre (2002) apud Wilson et al. (1985) o DNA mitocondrial facilita
os estudos de caracterizagio de populagdes, espécies e subespécies além de estudos

evolutivos e de filogenias por se constituir de uma molécula de DNA circular e estrutura
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génica simples. Apresenta uma alta taxa de evolugdo por mutagio, cerca de 5 a 10 vezes
mais rapida do que a laxa de mutagio de um gene nuclear de copia Gnica. O emprego do
mtDNA em estudos populacionais ¢ evolutivos se vale principalmente do fato dele
possuir uma alta taxa de substituigdes de base, apresentar alteragdes no tamanho total da
molécula devido a insergdes ¢ delegdes, principalmente na regido rica em A+T (ARIAS
ct al.. 2003).

O estudo genético da biologia de populagdes deve estar concentrado no uso de
marcadores hapldides ¢/ou codominantes, pois eles fornecem dados mais robustos para
as andlises quando comparados a marcadores dominantes, que possuem desvantagens. O
mtDNA ¢ um marcador molecular que se enquadra nessas categorias (FRANCISCO,
2002). O sequenciamento de regides do mtDNA tem sido uma das técnicas mais utilizadas
para a caracterizagdo desse genoma ¢ para a detecdo de variabilidade genética entre
populagdes ou espécies (FRANCISCO, 20)2).

Devido aos avangos nos campos da biologia molecular, estatistica e
bioinformdtica. vérias ferramentas avangadas estio sendo desenvolvidas e
disponibilizadas no meio cientifico, o que possibilita uma maior confiabilidade dos
estudos baseados na genélica, principalmente no que se refere a utilizagiio dos marcadores
moleculares (SILVA er al., 2019).

A meliponicultura se mostra uma pratica econdomica que quando aliada a
manutengdo de populagdes de abelhas tem a finalidade de se evitar a extingio local de
espécies (CORTOPASSI-LAURINO ef al., 2006). O conhecimento da genética de
colonias mantidas em melipondrios ¢ de suma importancia para que se desenvolvam
estratégias de manejo e conservagdo eficazes para as espécies de abelhas nativas
(CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; ALVES et al., 2011). Entretanto, sdo poucos os
estudos sobre a genética de abelhas em meliponarios (CARVALHO-ZILSE et al., 2009).

Diante disso, é necessdrio o desenvolvimento de pesquisas que visem a
conservagdo das abelhas no meio ambiente, uma vez que um tergo da produgdo mundial
de alimentos depende da polinizagdo desses insetos. Logo, esta pesquisa teve como
objetivo estudar a diversidade genética de populagdes da abelha Melipona fasciculata,

oriundas dos municipios de Imperatriz e Sdio Bento, por meio da andlise do mtDNA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos taxondmicos e biologicos das abelhas sem ferrilo

Os meliponineos, popularmente conhecldos como abelhas sem ferrdo, assumem
um papel importante nos ecossistemas por meio da polinizagio (MORGADO ef dl.,
2002). Estiio agrupados na Classe Insecta, Ordem Hymenoptera, Superfamilia Apoidea,
Familia Apidac, Subfamilia Meliponinae, cxistindo duas ribos: Meliponini ¢ Trigonini.
Hoje sio conhecidas 397 espécies de abelhas sem ferrio (CAMARGO; PEDRO, 2007),
sendo que ¢ dificil estimar o niimero de meliponfneos existentes, devido 4 deficiéncia na

revisdo do género ¢ 0 grande nimero de espécies cripticas (MICHENER, 2007).

Tabela 1. Classificagdo taxondmica das abelhas sem ferrio.

Reino Animalia

Filo Arthropoda

Classe Insecta

Ordem Hymenoptera
Superfamilia Apoidea

Familia Apidae

Subfamilia Apinae

Tribos Meliponini e Trigonini

Fonte: Kerr (1998).

Dentro da tribo Meliponini esta presente o género Melipona. As abelhas da tribo
Meliponini estdo distribuidas em quase todo o globo, principalmente em torno da faixa
tropical e subtropical, em pafses da América Central, América do Sul, Africa, e em alguns
paises da Asia e na Austrdlia (MICHENER, 2007; SOUZA et al., 2008; KERR, 1998).

No Brasil. as abelhas sem ferriio sdo encontradas em todos os Estados, contudo,
em alguns deles ha um pequeno nimero de espécies ou até mesmo apenas uma. A grande

maioria se encontra nos estados da regiio Amazdnica (NOGUEIRA-NETO, 1997).
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Figura 1. Distribuigio mundial dos Mcliponini, com destaque para a regiio neotropical.

Fonte; err et al. (2001).

Diferente das abelhas do grupo Trigonini, as Meliponini possuem células de cria
indiferenciadas, sendo os individuos da colmeia (rainhas, operarias e zangdes) todos do
mesmo tamanho, diferenciando apenas o abdémen no caso das rainhas fisiogastricas
(rainhas fecundadas). Elas possuem ninhos em placas concéntricas empilhadas na
vertical, com favos com formato circular, com presenga de cerume, que fica nas células
de cria e nos potes de alimentos da colmeia, esses potes tém na maioria das vezes uma
forma ovoide, que armazena separadamente o mel e o pdlen. Essas abelhas constroem a
sua entrada com geopropolis (mistura de argila e resinas vegetais), e quase sempre € no
centro da colmeia (SILVA ef al., 2014).

As abelhas sem ferrdo, como o nome ja sugere, possuem o ferrdo atrofiado,
impossibilitando o seu uso defensivo (SILVEIRA e al., 2002), vale ressaltar que o ferrdo
atrofiado esta presente apenas nas fémeas, logo, os zangdes possuem ferrdo normal.

Essas abelhas possuem na sua organizagdo social as castas (grupos fechados),
igualmente como ocorre em outros membros da classe insecta, como formigas, cupins e
vespas. A rainha é responsdvel por realizar a postura dos ovos e organizagdo da colénia,
feita por meio dos feromdnios produzidos nas suas gldndulas mandibulares. Esses
feromonios sio passados da abelha rainha para as abelhas operdrias, no caso as operdrias

mensageiras, por meio da troca de alimento, assim como por meio do toque com a antena,
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ou até mesmo por caplaglio da substincia voldtil por células olfativas da antcna
(CAMARGO er al., 2015).

A rainha jovem, devido suas caracteristicas, possui uma melhor capacidade de
produzir ¢ transmitir os (eromdnios, sendo muito cficiente na manutengilo ¢ coesio da
colénia (PEREIRA er al., 2021). Logo apés a fecundagilo, a rainha passa por um processo
chamado de fisiogdstrica, que ¢ o desenvolvimento do sistema reprodutor, onde surgem
os ovirios ¢ scu abdome dilata, o que a torna diferente morfologicamente das outras
fémeas (SILVA ef al., 2014; VENTURIERI, 2008).

Ja os zangdes, pouco participam das atividades da colonia, possuindo como
principal fungdo realizar a fecundagdo da rainha virgem, porém. em alguns casos. €
possivel observar eles realizando algumas tarefas, como a manipulagdo da cera ¢ a
desidratagdo do néctar para produgdo de mel. Existem algumas caracteristicas
morfologicas que os diferenciam dos outros individuos da colmeia, entre elas a principal
¢ a auséncia da estrutura denominada corbicula no terceiro par de pernas (SILVA et al.,
2014: VENTURIERI, 2008).

As operarias sdo responséveis pela maioria das atividades realizadas na coldnia.
De acordo com Venturieri (2008), elas realizam: limpeza, produgio de cera, alimentagdo
da rainha, enchimento das células com alimento larval, protegdo contra inimigos externos,
coleta de recursos externos, como néctar, polen, resina, barro e fibra, e eliminagdo dos
detritos da colonia (SILVA e al., 2014).

Em relagdo ao desenvolvimento das castas dessas abelhas, ha uma variagdo de
tempo desde a fase de ovo até a fase adulta. O tempo de desenvolvimento de uma operéria
do género Melipona pode variar de 39 a 45 dias; o de uma rainha, de 36 a 39 dias; e de
um zangdo, de 39 a 46 dias (VENTURIERI, 2008). A respeito da expectativa de vida,
também hé variagdes, sendo o clima e o tipo de atividade realizada as principais
influéncias. De acordo com Silva (2014), as operérias podem alcangar uma expectativa
de vida de 90 dias, e as rainhas entre 4 e 5 anos. A menor expectativa de vida das operdrias
em relagdo a rainha esta relacionada as operarias realizarem atividades mais perigosas,
como sair da colmeia para coletar néctar e pélen, podendo morrer no percurso.

O corpo de algumas espécies do género Melipona pode chegar ao mesmo
tamanho. ou um pouco maior, que o da abelha Apis mellifera (entre 7 a 15 mm), porém
na grande maioria das abelhas do género Melipona o tamanho ¢ muito inferior
(OLIVEIRA ef al., 2013). De acordo com Michener (2013), a menor espécic de melipona

conhecida mede 1.8 mm de comprimento.
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A abelha sem ferrdo apresents a corbicula, com excegdes das rainhas, dos
zangdes ¢ das espéeies que sdo parasitas, denominados assim por nilo coletarem alimento
nas flores. A corbicula ¢ uma drea grande ¢ lisa, frequentemente concava, contornada por
alguns pelos, que fica localizada em cada perna posterior, especificamente na tibia, ou
scja, 0 Gltimo par de pernas. A corbfcula ou cesta de pélen é uma estrutura presente no
corpo das abelhas que ¢ utilizada pelas operdrias para transportar alimentos, como grios
de pdlen das Nores ou outras substincias utilizadas na alimentagio ¢/ou na construgdo de
seus ninhos (MICHENER, 2013), como por exemplo prépolis ¢ barro.

As coldnias das abelhas sem ferréio sdo formadas por milhares de individuos. que
constroem os ninhos em sua maioria abrigados em cavidades, como por exemplo em ocos
de drvores. rochas, no solo, ninhos abandonados de cupins ¢ formigas. entretanto. ha
algumas espécies que constroem seus ninhos expostos (PEREIRA, 2006). O ninho dessas
abelhas € organizado de forma muito diferente do que ocorre nas abelhas do género Apis.
ao invés de favos horizontais agrupados em lamelas verticais. essas abelhas. geralmente,
os constroem na posigdo vertical, formando discos horizontais ou estruturas helicoidais

(VILLAS-BOAS, 2012).

2.2 A abelha tiaba (Melipona fasciculata Smith)

O Brasil € o pais que possui a maior diversidade de espécies do género Melipona
do mundo, e dentre os meliponineos distribuidos no estado do Maranhdo, encontra-se
predominantemente a M. fasciculata (Figura 2), conhecida popularmente como liuba,
porém também chamada de Urugu-cinzenta. A tilba, caracteriza-se como uma abelha de
habitos bastante higiénicos, possuindo um mel de excelente qualidade (VENTURIERI er
al., 2003) e apresenta alta produtividade de mel, com produgio média de 3,5 a 7 litros por
ano (VENTURIERI ¢/ al., 2015).

Além do mel, um produto que vem despertanto bastante interesse devido suas
potencialidades, ¢ o geoprdpolis, que de acordo com diversas literaturas possui agio
antimicrobiana (MULI er al., 2008; LIBERIO er al., 2011; ARAUIO et al.. 2016;
SANTOS et al., 2017), antioxidante (DA SILVA ef al., 2013; SOUZA et al., 2013;
DUTRA ¢t al.. 2014; BATISTA et al., 2016; FERREIRA et al,, 2017), anti-inflamatéria
(LIBERIO ef al,, 201 1; FRANCHIN ¢/ al., 2013), antiproliferativo e citotdxico (CUNHA
el al., 2013, 2016; CAMPOS et al., 2014), antinociceptivo (SOUZA et al., 2014),
imunomodulador (LIBERIO ¢/ al., 2011; ARAUJO et al., 2015), antitumoral
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(CINEGAGLIA ef al., 2013; BARTOLOMEU ef al., 2016), gastroprotetor (RIBEIRO-
JUNIOR et al., 2015) ¢ antileishmania (DUTRA ef al., 2019).

Figura 2. Abelha tiuba (Melipona fasciculata Smith).

Fonte: Menezes (2021).

A tiuba tem recebido bastante atengdo, principalmente nos estados do Piaui,
Maranhéo e Parg, tanto pelo alto nivel de produgdo, como pela facilidade de se adaptar
em condi¢des adversas (NUNES-SILVA er al., 2013). Além do aspecto de polinizago,
o cardter medicinal atribuido ao geoprépolis e mel da tiuba, tem trazido grandes
expectativas aos criadores dessas abelhas, pela valoragdo da espécie no mercado
brasileiro (DUTRA ef al., 2008; CUNHA et al., 2009; LIBERIO ef al., 2011).

O mel da abelha tiliba possui caracteristicas muito distintas em relagdo ao mel
de A. mellifera, por apresentar gosto mais 4cido, maior fluidez e menor viscosidade, além
de ser um produto de tradigdo de consumo nas dreas de ocorréncia ¢ adquirir pregos mais
elevados e demanda crescente no mercado (HOLANDA et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2012; FERNANDES; CONTI-SILVA; ROSA, 2020). Nos mercados locais, o prego do
mel de M. fasciculata é geralmente o dobro do mel de 4pis e pode ser ainda maior fora
da temporada do mel (FERNANDES; ROSA; CONTI-SILVA, 2020).

Em relagdo a atividade de forrageamento da abelha tiuba, o aumento dessa
atividade ocorre a partir de julho, no bioma Amazonico, quando as chuvas diminuem
(VENTURIERI et al., 2015). Quanto ao bioma Cerrado, o forrageamento da M.

Jasciculata ocorre normalmente em todas as estagdes e periodos do ano, entretanto, esses
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fatores podem influenciar o aumento ou diminuigdio das atividades didrias (FREITAS ef
al., 2020).

2.3 Importincia das abelhas sem ferrito

O Brasil possui a maior biodiversidade de meliponincos do planeta,
provavelmente nilo apenas pela extensfio continental do pals, mas também por sua grande
varicdade de biomas. Essas cireunstdncios indicam que a existéncia de meliponincos ¢
importante para o estabelecimento ¢ manutengdio de ecossistemas, diversidade,
sobrevivéncia. restrigdes de ocupago tertitorial ¢ pela polinizagdo, além das plantas
nativas, de plantas domesticadas ¢ utilizadas em grandes plantagdes (KERR et al.. 2001).

Essc grupo garante o equilibrio do ccossistema, pois ao polinizar as
angiospermas. clas podem formar frutos que podem ser utilizados como uma variedade
de alimentos biolégicos. Embora as abelhas sem ferriio sejam muito importantes para a
manutengdo do ecossistema, a redugdo da cobertura vegetal nos diversos biomas do Brasil
tem levado & diminui¢do do nimero de espécies, muitas das quais ndo foram descritas ou
catalogadas (SANTOS: DUARTE, 2018).

Existem apelos para a protegdo deste grupo, no entanto, a falta de conhecimento
dificulta a implementagdo de estratégias de gestio e protegdio para esles grupos de
polinizadores (SANTOS; DUARTE, 2018). Slaa er al. (2006) estimam que 0s servigos
ecossistémicos prestados pelas abelhas movimentam, globalmente, 200 bilhdes de dolares
por ano ¢ que 30 % dos alimentos de origem vegetal consumidos pelo homem dependem
diretamente da polinizagdo realizada por essas abelhas, dentre os quais pode-se citar o
tomate, pepino, café, morango, laranja, comuns na mesa dos brasileiros. € o camu-camu.
cupuagu e rambutan, que sdo mais utilizados na regido Norte. Portanto, proteger essas
abelhas ajuda a proteger os mais diversos tipos de vegetagdo (VITAL, 2017).

O conhecimento da ecologia basica das abelhas ¢ essencial para sustentar o
desenvolvimento e a implementagdo de estratégias de conservagdo. A compreensdo dos
fatores que regulam as populagdes e comunidades de abelhas e a sensibilidade das
caracteristicas das abelhas a esses fatores permitem identificar opgdes especificas de
manejo para espécies individuais (MURRAY e al., 2009).

Uma estratégia atual que vem sendo utilizada para a conservagio destes
polinizadores ¢ a meliponicultura, ou seja, a criagdo das abelhas sem ferriio (KERR,
1998), De acordo com Kerr (1998), cerca de 70 espécies de meliponineos poderiam ser

utilizados para criagdo na meliponicultura, para uso em polinizagdo ou para produgdo de
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mel, por essas abelhas ndio possufrem ferrdo, tém a vantagem de serem manuseadas por
criangas ¢ por pessoas alérgicas ao veneno da A, mellifera, por exemplo, e ainda sem o
uso de roupas especiais, diminuindo seu custo.

Esta ¢ uma atividade de agricultura familiar comum no Brasil. iniciada pelos
indios (KERR ef al., 1996), que iniciaram a domesticagiio dessas abelhas. Os indios
Kayap6 possuem amplo conhecimento sobre o comportamento, distribuigdo, estrutura do
ninho ¢ zonas ecoldgicas das abelhas sem ferrio, chegando a nomear e classificar 34 tipos
de abelhas, sendo nove cultivadas artesanalmente, assim como utilizam a resina ¢ a cera
para fabricar artefatos e para uso medicinal (CORTOPASSI-LAURINO e/ al., 2006).

Para os indios Guaranis, as abelhas possuem um papel fundamental, visto que
sao utilizadas em atividades culturais e religiosas. Os Guaranis utilizam os materiais
produzidos pelas abelhas para fabricagdo de remédios, incluindo a cura e a prevengio de
varias doengas, além de usar o mel como alimento. Além disso. passam para as criangas
todas as informagdes de como utilizar e como encontra-las (RODRIGUES, 2005;
OLIVEIRA, 2020).

Os indios Guaranis ja possuiam consciéncia sobre a preservagdo das abelhas, de
forma que saiam cedo para observar e ouvir seus zunidos nas flores. Com observagdes
bem apuradas eles conseguiam achar o ninho das abelhas com a intengdo de retirar
cuidadosamente o ninho ou parte dele para colocar em uma cabaga e levar para perto da
aldeia (OLIVEIRA, 2020). Os Guaranis cuidam das abelhas com a finalidade de
preservar, onde destacam que no passado as abelhas os ajudaram a fugir para o sul na

época que os portugueses chegaram ao Brasil (OLIVEIRA, 2020).

2.4 Influéncia dos fatores genéticos e ambientais em populagdes das abelhas sem

ferrao

Mesmo com os diversos fatores favoraveis para a criagdo, a espécie, como varias
outras. vem sofrendo constantes ameagas em fungdo da grande proporgdo em que o
desmatamento e uso indiscriminado de inseticidas estdo tomando (SILVA, 2018). Esses
fatores resultam, nas populagdes remanescentes, o desequilibrio no aporte genético,
refletido pela queda da variabilidade genética e aumento na estruturagdo genético-
populacional. A fragmentagdo dos espagos ditos “verdes” impossibilita o fluxo génico
entre as populagdes, o que resulta no aumento das taxas de endogamia e

consequentemente na diminuigdo dos estoques populacionais (SILVA et al., 2014).
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De acordo com Lopes (2004), a redugdio do tamanho populacional estd associada
a perda da variabilidade genética, pois em populagdes pequenas a segregagio alcatoria
dos genes ¢ a reprodugio desigual entre os individuos produzem mudangas nas
frequéncias alélicas, podendo ocorrer fixagdo e/ou perda de um alelo.

Para quc as praticas de conservagilo das espécics de abelhas-sem-ferrdo sejam
eficientes. a compreensdo de alguns temas se tornam essenciais no planejamento das
agdes, como por exemplo, 0 comportamento social ¢ os estudos genélicos. Esses
conhecimentos poderdo garantir a formulagio de estratégias eficazes de manejo e
conservagdo, de forma a manter ¢ ampliar os estoques populacionais nos melipondrios,
principalmente durante os periodos do ano onde as condigdes climaticas sdo mais
adversas (SILVA et al., 2019).

Devido as constantes agdes de desmatamento e uso indiscriminado de
agrotoxicos que tendem a diminuir as populagdes de abelhas, a meliponicultura tem se
tornado crucial, ndio s6 para a conservagio das espécies, mas também como fonte de renda
para os agricultores com menor poder aquisitivo (CAMARA ¢/ al., 2004; SILVA et al.,
2014). Para que a conservagio das espécies de abelhas-sem-ferrdo seja efetivada, alguns
temas se lornam essenciais nas abordagens. Desses, podem-se citar a morfofisiologia,
comportamento, estudos genéticos e taxonomia (SILVA, 2018).

A redugdo da variabilidade genética das populagdes dessas abelhas como
resultado da visivel degradagdo do meio ambiente e suas consequéncias para a
conservagdo dos meliponideos devem ser estudadas, e, para que isso seja possivel, se
torna necessaria a caracterizagdo molecular dessas espécies (SOUZA et al., 2008).

Portanto, mediante a disponibilidade de ferramentas moleculares, essas
tornaram-se fundamentais nos estudos de conservagdo de varios organismos (HILLIS er
al.. 1996), tornando possivel obter informagdes que abrangem desde heranga diferencial
dos genes dentro de um mesmo individuo (AVISE, 2004) até relagdes em nivel de espécie

e biologia de populagées (HOLLAND; HADFIELD, 2002).

2.5 Uso do marcador molecular mitocondrial no estudo de populac¢des das abelhas
sem ferrao

Em consequéncia aos avangos nos campos da biologia molecular, bioinformatica
¢ estatistica, ferramentas avangadas vém sendo desenvolvidas e disponibilizadas no meio
cientifico. aumentou-se a confiabilidade dos estudos genéticos, principalmente em termos

de utilizagdo dos marcadores moleculares (SILVA, 2018). Os marcadores moleculares
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@m sido wtilizados como uma importante ferramenta na conservagio de espécies
selvagens ¢/ou de interesse econdmico. tanto da fauna como da Nora, pois fornecem dados
importantes para estudos populacionais, tais como: estimativas de variagio genética, grau
de endogamin,  diferengas interpopulacionais, fluxo génico entre  populagdes,
determinagdo do tamanho efetivo da populagiio, entre outros tipos de estudos (SILVA ef
al.. 2014).

Dentro dessa perspectiva, hé marcadores que tém se destacado em estudos com
abelhas, como por exemplo os marcadores de origem mitocondrial (SILVA. 2018). E
comum a utilizagdo desse marcador para estudos filogenéticos ¢ filogeogréficos, de forma
a solucionar, inclusive. problemas referentes ao aspecto taxonémico, pois em sua maioria
sdio marcadores de cardter semiconservativo (SILVA, 2018).

O estudo genético da biologia de populagdes deve estar concentrado no uso de
marcadores haploides ¢/ou codominantes. pois eles fornecem dados mais robustos para
as andlises quando comparados a marcadores dominantes, que possuem desvantagens
téenicas ¢ analiticas. O DNA mitocondrial (mtDNA) ¢ um marcador molecular que se
enquadra nessas categorias (FRANCISCO, 2002).

O emprego do mIDNA em estudos populacionais e evolutivos se vale
principalmente do fato dele possuir uma alta taxa de substituigdes de base, apresentar
alteragdes no tamanho total da molécula devido a inser¢des e delegdes, principalmente na
regido rica em A+T (ARIAS er al., 2003), assim como por possuir heranga materna (em
sua maioria) e tamanho reduzido (WEINLICH et al., 2004).

A andlise do DNA mitocondrial é utilizada em virios tipos de estudos, como de
biogeografia, dinimica populacional e até de relagdes genéticas entre espécies, portanto,
os dados obtidos nesses estudos podem ser utilizados para propor medidas de conservagio
(SOUZA et al., 2008).

Dentre os genes mitocondriais codificadores de proteinas, o gene COI
(Citocromo Oxidase 1) ¢ o que possui a menor laxa evolutiva, sendo bastante conservado
em relagdo & evolugdo dos aminoacidos (SIMON er al., 1994).

O gene COI codifica a subunidade I do citocromo C, uma proteina receptora
terminal de elétrons da cadeia respiratoria, considerada transmembrana, que possui como
funcdo catalisar a redugio do oxigénio em 120 ¢ o bombeamento de prétons por meio
das membranas das cristas mitocondrias. A subunidade I do Citocromo C oxidade (COI),
¢ a subunidade catalftica da enzima e localiza-se preeminentemente submergida nas

membranas das cristas presentes nas mitocondrias. Por ser um componente fundamental
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da cadeia respiratoria, apresenta-se bastante conservada entre as espéeies que utilizam a
fosforilagdo oxidativa em seu metabolismo, Contudo, mostra variagio suficiente para
diferenciagdio entre as espécics a nivel de nucleotideo (WAUGH, 2007).

A proposta do sequenciamento de uma curta regidio com cerca de 650 pares de
bases do inicio do gene COI permitiu uma nova abordagem da utilizagdo da variabilidade
haplotipica e, ainda, tem mostrado elevada divergéncia entre espécies associadas para a
grande parte dos grupos animais (WAUGH, 2007).

Por meio do sequenciamento de baixa cobertura, Silva (2018) realizou a
montagem do mitogenoma de A/ Jasciculata (Figura 3), faltando a definigdo apenas da
regido em A+T (regido controle). Esse trabalho tornou-se muito importante como material

base para o desenvolvimento de marcadores moleculares voltados a estudos filogenéticos.

Figura 3. Mapa genético mitocondrial da espécie Melipona fasciculata.
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Fonte: Silva (2018).
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Avaliar a diversidade genética de populagdes da abelha sem ferrdo Melipona
fasciculata oriundas dos municipios de Imperatriz e Sio Bento, estado do Maranhdo, por
meio da andlise do mtDNA, visando gerar dados que auxiliem na conservagdo ¢ manejo

dessa importante espécie de abelha,

3.2 Especificos
 Investigara diversidade nucleotidica e haplotipica de populagdes da abelha titiba
(M. fasciculata) oriundas dos municipios de [mperatriz e Sdo Bento, por meio
do sequenciamento da regiio COIl do mtDNA

e Analisar a estruturagdo genética das populagdes e os indices de diversidade das

populagdes estudadas;
» Investigar a expansdo demogrifica por meio de testes de neutralidade;

e Estabelecer uma base de dados voltados para a identificagdo e conservagio da

M. fasciculata.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material bioldgico e drea de coleta

26

Para este cstudo foram coletadas amostras de Melipona fasciculata de dois

diferentes municipios. Ao todo foram coletadas abelhas de seis coldnias, sendo trés de

Sio Bento (2° 41" 45" Sul, 44° 49" 15" Oeste) e trés de Imperatriz (5° 31" 33" Sul, 47° 28"

33" Oeste) (Figura 4),

Figura 4, Mapa de identificagio das localidades amostradas.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2021).
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Uma vez coletadas, as amostras foram identificadas, acondicionadas em frascos
contendo dlcool 70% e dirccionadas ao Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular
Warwick Estevam Kerr - LabWick/DBIO/CECEN. localizado na Universidade Estadual

do Maranhdo, onde ficaram conservadas sob temperatura de -20°C.

4.2 Extraciio ¢ quantificagiio de DNA

O DNA genomico das abelhas foi extraido utilizando-se o protocolo padriio de
Sambrook er al. (1989), com Fenol-Cloroférmio. Na adaptagdo dessa técnica, foi
utilizado somente o torax das abelhas para a extragdo do material genético. eliminando-
se as asas. cabega e metassoma, De acordo com Francisco (2002), as cabegas sdo retiradas
para evitar contaminagdo das extragdes com produtos glandulares e com os pigmentos
dos olhos, pois tais contaminantes podem interferir no processo de digestdo do DNA e na
reagio de PCR. Os torax das abelhas (trés de cada municipio) foram macerados
utilizando-se nitrogénio liquido.

Para o protocolo de extragdo de Sambrook ef al. (1989). foi colocado até 20 mg
do material macerado em microtubo de 2,5 mL e adicionado 600 L de tampio de Lise
(Tris-1M pH 8, EDTA- IM PH 8, NaCl-5M e H20 destilada) + Proteinase K. Em seguida
aamostra foi agitada no Vortex por 15 segundos; As amostras foram deixadas por 2 horas
em banho Maria a 55°C; Logo apos esperou-se esfriar em temperatura ambiente; Foi
adiconado 600 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1); Foram agitadas no
Vortex por 15 segundos e centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm; O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo; Em seguida foi adicionado % volume de Fenol (300
L) + % volume de Cloroférmio (300 pL); Logo apds foram agitadas no Vortex por 15
segundos e centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm; O sobrenadante foi transferido para
outro microtubo; Adicionou-se 100 pL de acetato de sodio (3M, pH 4.8) e foram agitadas
no Vortex por 15 segundos; Foi adicionar 600 uL de isopropanol) para precipitar o DNA
¢ os microtubos foram agitados levemente até visualizar a nuvem de DNA; As amostras
que ndo apareceu o pellet foram levadas para o Freezer por | hora e apds esse tempo
foram centrifugadas por 10 minutos a 4000 rpm; Em seguida o sobrenadante foi
cuidadosamente descartado para nfio perder o pellet ¢ os microtubos foram deixados
secando para que todo o liquido evaporasse em estufa a 37°C, tendo o cuidado para ndo
secar muito; Por fim, o pellet foi dissolvido em digua estéril. Para pellet pequeno foi

utilizado 20 pl. de dgua estéril ¢ para pellet maior 50 pL.
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As concentragoes das amostras  de DNA  (ng/ul.) foram avaliadas cm
espectrofotdometro Biodrop plite a 260 nm. ¢ a pureza foi analisada com as relagdes entre

as medidas de absorbncia a 260 nm/280 nm ¢ 260 nm/230 nm no mesmo equipamento.

4.3 Amplificago dos fragmentos de interesse ¢ sequenciamento

O material genético extraido ¢ quantificado foi submetido & técnica de PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase - “Polvmerase Chain Reaction”) segundo a
metodologia utilizada por Mullis ¢ Faloona (1987) ¢ Saiki e/ al. (1985). Todas as reagdes
foram montadas com volume final de 25 uL para cada amostra com os seguintes reagentes,
suas respectivas concentragdes e o volume utilizado em cada reagdo: 5 X PCR Buffer (5
plL): 10 mM dNTP (0,8 pL), 25 mM MgCl; (2,0 L), 10 uM cada Primer (2,0 pL), DNA
50 ng/uL (1 pL), Taqg DNA polymerase 5 U/uL (0,2 puL) e H20 ultra pura na quantidade
suficiente para completar o volume final. Foi utilizado um par de primers nas reagdes de
amplificagdo via PCR (Tabela 2), os mesmos utilizados por Simon et al. (1994) e testados
por Ricardo e/ al. (2020) para a abelha Bombus morio e por Souza el al. (2018) para a

abelha Melipona subnitida.

Tabela 2. Sequéncias de Primers utilizados para amplificagdo parcial da regido COl em

Melipona fasciculata.
Regido Primer Sequéncia Referéncia
F 5" GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC 3' :
Simon et al.
Col (1994)
R 5" CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTCC 3’

As amplificagdes foram realizadas em termociclador Veriti™ 96-Well Fast
Thermal Cycler (Applied Biosystems). As condigdes de amplificagdo utilizadas para este
trabalho foram: desnaturagdo inicial por 4 minutos a 94 °C, seguida por 35 ciclos de:
desnaturaggo a 92 °C por 2 minuto; anelamento por 57 °C por 1 minuto e 50 segundos e
elongagdo a 72 °C por 2 minutos. Extensdo extra de 72 °C a 7 minutos ¢ deixado a 4 °C
até ser retirado do equipamento.

Para verificar a qualidade e o tamanho dos fragmentos amplificados, os produtos
de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a uma concentragio de 1%
(p/v), com tampdo TBE 1X e corados com Brometo de Etidio (10mg/mL), utilizando-se

0 marcador molecular 1000bp DNA Leadder (Promega) como parfimetro para verificar o
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tamanho dos fragmentos amplificados via PCR. A visualizagiio do gel foi realizada em
fotodocumentador/transiluminador UV L-PIX TOUCH. Apds a confirmagdo da
amplificagdo do  fragmento, os fragmentos amplificados foram  preparados ¢
encaminhados para o scquenciamento genético pela empresa ACTGene Andlises

genéticas, localizada no Rio Grande do Sul.

4.4 Anilises moleculares

As sequéncias obtidas foram submetidas ao alinhamento multiplo de forma
automitica na ferramenta CLUSTAL W, por meio do programa MEGA X (KUMAR er
al., 2018), com pardmetros de penalidades sugeridos por Schneider (2007). Realizou-se
a comparagdo das sequéncias nucleotidicas do gene COIl obtidas neste estudo com as
sequéncias do banco de dados do GenBank (MH680930), para verificar a identificagdo
correta dos espécimes de M. fasciculata. O arquivo gerado foi entdo convertido para 0
formato Fasta e as sequéncias foram editadas no programa MEGA X, para inspegdo visual
do alinhamento produzido e possiveis corregdes na codificagio das insergdes ou delegdes
presentes. O software BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) foi utilizado por meio do
programa MEGA X para identificar similaridades entre as sequéncias obtidas e as
disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Para regido génica sequenciada foram analisados alguns indices de diversidade
genética e estes parametros foram comparados entre os distintos genes. Utilizando os
programas ARLEQUIN 3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010) e DNASp 6 (ROZAS
et al., 2017) foram calculados os seguintes parametros de diversidade genética:
diversidade haplotipica (Hd). que estima a probabilidade de amostragem de dois
haplotipos do total amostral e estes serem diferentes (NEI, 1987); diversidade
nucleotidica (r), que representa o nimero médio de diferengas entre duas sequéncias (por
sitio) retiradas ao acaso da amostra total, para cada populagdo (NEI; MILLER, 1990);
indice de fixagdo (Fst), indice de fixagdo para alelos por locus, ou seja, € a probabilidade
de que 2 genes sejam homdlogos, combinados ao acaso na populagdo, ambos origindrios
de um gene na populagio (WRIGHT, 1965) e Analise Hierdrquica de Varidncia
Molecular (AMOVA), para verificar a homogeneidade de um conjunto de dados,
identificando assim se esta variabilidade € estruturada entre grupos, subgrupos ou
organizada dentro dos individuos (NEI, 1987).

O programa MEGA X (KUMAR e al., 2018) foi utilizado para gerar a matriz

de distdncia genética entre os espécimes, considerando-se o modelo evolutivo Kimura-
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2-pardmetros (K2P) (KIMURA, 1980). Trés sequéncias obtidas do GenBank foram
incorporadas como grupo externo para as analises do gene COl: M. fasciculata
(MH680930). M. bicolor (AF466146) e M. scutellaris (NC_026198).

A rede de haplétipos foi construida no programa NETWORK v. 4.6 (POLZIN;
DANESCHMAND, 2003), utilizando-se o algoritmo Median Joining, pois permite
identificar os hapldtipos relacionados que estdo mais préximos. O dendrograma foi
construido com base nas distincias genéticas, pelo método de Neighbor Joining,
utilizando-se o programa MEGA X (KUMAR et al., 2018).

Foram realizados testes de neutralidade pelo método D de Tajima (TAJIMA,
1989), e estimativa do parametro Fs de Fu (FU, 1997). O teste D de Tajima utiliza como
base as diferengas existentes entre o nimero de sitios segregantes (S) ou o nimero de
nucleotideos distintos (m) entre os pares de sequéncias, selecionados aleatoriamente na
amostra (TAJIMA, 1989). Resultados negativos e significativos para o valor de D
indicam efeito carona. expansdo populacional ou sele¢do purificadora; ao passo que os
valores positivos indicam que estd ocorrendo gargalo populacional recente ou selegdo
estabilizadora (TAJIMA, 1989).

O teste Fs de Fu realiza a comparagdo entre o nimero observado de alelos e o
nimero de alelos esperados caso a populagido permanecesse constante. Sendo o valor de
Fs dado pela equagdo “Fs =In (S’/1 - 8")” (FU, 1997). Valores negativos e significativos
para Fs indicam que estd ocorrendo expansdo populacional. Visto que o Fs tende a ser
negativo quando ha um grande nimero de mutagdes recentes, um valor negativo alto ¢
levado como evidéncia contra a neutralidade das mutagdes (FU, 1997).

Esses testes foram utilizados a fim de verificar a possivel ocorréncia de expansio
demogriafica ou gargalos populacionais. As andlises foram implementadas pelo programa
ARLEQUIN 3.5.2.2 (EXCOFFIER; LISCHER, 2010). A significincia dos testes foi

obtida apés 10000 simulagGes de coalescéncia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas das sequéncias do mtDNA

Foram analisadas scis sequéncias de uma regidio do gene COI (Figura 5), que.
apos cditadas, obteve-se fragmentos de 400 pb, nos quais 17 sitios varidveis foram
encontrados. Resultado semelhate de pb foi encontrado por Bonatti ¢/ al. (2014) ao
realizar amplificaglio ¢ sequénciamento da regidio COI para u abclha M. subnitida,
obtendo 446 pb do gene apds edigiio das sequéncias, As amplificagdes apresentaram bom
padrdo de amplificagflo, sem a presenga de bandas inespecificas.

A composi¢lio nucleotidica foi de A = 34,17%, C = 13.33%, G = 8.33%. T =
44.17%. demonstrando a abundancia de bases A e T, conforme esperado para genomas
mitocondriais de insetos (CROZIER; CROZIER, 1993; SIMON et al.. 1994). Resultados
semelhantes para a composi¢do de nucleotideos A ¢ T foram encontrados por Souza ¢/ al.
(2018), em que obteve composi¢io nucleotidica de A = 32,50%, C = 9.60%, G = 13.30%,
T = 44,50%, para a abelha M. subnitida e por Batalha-filho (2008), em que obteve
composi¢do nucleotidica de A = 37,30%, C = 9,4%, G = 10,70%, T = 42,50%, para a
abelha M. quadrifasciata.

Figura 5. Gel de agarose 1% para confirmagdo da amplificagdo da regido COI para as 6

amostras estudadas de Melipona fasciculata.

M y SBI(SB2%, Y e .I'Ih‘_/l el 72 75

, SB3

500pb —»

PM — Peso molecular 1000bp; SB1, SB2 ¢ SB3 — Sllo Bento; ITZ1, [TZ2 ¢ ITZ3 -

Imperatriz.
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5.2 Confirmagio da identificagiio du cspéeie

Os fragmentos amplificados foram alinhados 4 scquéncia do genoma
mitocondrial da regido COIl de M. fusciculata, disponivel no NCBI GeneBank (nGimero
de acesso: MHG680930), correspondendo & posiciio nucleotidica de 1922 a 2321 (Tabela
3).

Tabela 3. Identificagdo molecular das sequéncias obtidas de Melipona fasciculata

comparadas com as sequéncias disponiveis no GenBank.

:
Morfologia Molecular Localidade Cédigo Similaridade (%)
M. fasciculata | M. fasciculata Sdo Bento SBI 99,00%
M. fasciculata | M. fasciculata Sio Bento SB2 98,75%
——
M. fasciculata | M. fasciculata Sdo Bento SB3 98,50%
M. fasciculata | M. fasciculata Imperatriz ITZ1 99,25%
M. fasciculata | M. fasciculata Imperatriz ITZ2 99,25%
M. fasciculata | M. fasciculata Imperatriz ITZ3 99,25%

5.3 Anilise do polimorfismo do fragmento

Para as populagdes de M. fasciculata nos municipios de Sio Bento e Imperatriz
foram observados o niimero de individuos, de haplétipos (h) e de sitios polimérficos (S),
assim como a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (n) ¢ o nimero médio de
diferengas nucleotidicas (k) (Tabela 4). A Hd foi de 1,000 para o municipio de Sdo Bento
e de 0,667 para Imperatriz, com média interpopulacional de Hd = 0,867. A m variou de
0.00667 a 0,00333 com valor interpopulacional de = 0,00583. Comparado com outros
estudos que utilizaram o mtDNA como um marcador para analisar a variabilidade
genética em abelhas sem ferrdo, a média interpopulacional de Hd foi mais elevada
(ASSIS, 2010; BONATTI, 2012). Em relagdo a Hd para o municipio de Sdo Bento
(1,000), foi encontrado um resultado igual apenas no trabalho de Gongalves (2010), com
subespécies da abelha Friseomelitta varia, para o estado de Mato Grosso. Essa elevada
Hd indica que, mesmo ocorrendo ao longo dos anos a degradagio do habitat natural dessas
abelhas, a variabilidade genética delas ainda encontra-se relativamente alta (BONATTI,

2012),
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A m interpopulacional nesta pesquisa foi bem proxima ao valor 0,00547
encontrado por Batalha-Filho (2008), ¢ que segundo o autor ¢ considerado baixo.
QObservou-se que a n foi maior no municlpio de Sdo Bento, esse resultado pode estar
relacionado & atividade da meliponicultura ser muito bem difundida na regiio da Baixada
Maranhense, onde situa-se o municipio de Sdo Bento. A regido da Baixada Maranhense
possui a maior produgdo de mel de tilba (M. fasciculata) do estado (SILVA, 2006), ¢
provavelmente o maior nimero de criadores (FERNANDES, 2017). O maior niimero de
criadores € consequentemente 0 maior niimero de enxames resulta em uma maior

diversidade genética, proporcionada pelo processo cvolutivo de fluxo génico entre as

populagdes existentes naquela regido.

Tabela 4. Diversidade genética das populagdes de Melipona fasciculata para os

haplétipos do gene mitocondrial COI.

Indice de diversidade

Populagies N S H K molecular
Haplotipica  Nucleotidica
(Hd) (m)
Sio Bento 3 4 2 2,667 1,0000 0,00667
Imperatriz 3 3 2 1,333 0,667 0,00333

(N) nimero de individuos; (S) numero de sitios polimérficos; (h) nimero de haplétipos; (Hd) diversidade

haplotipica; (r) diversidade nucleotidica; (k) nimero médio de diferengas.

Sio Bento foi caracterizado pelo maior =, pois foi a populagdo com com
haplétipos que mais se divergiram entre si, enquanto os haplétipos de Imperatriz (menor
) foram os mais semelhantes. Essa baixa variabilidade nucleotidica observada em
Imperatriz pode ser explicada pelo pequeno nimero de individuos fundadores dessas
populagdes durante o periodo de expansdo regional, e pelas possiveis mudangas
ambientais em perfodos distantes, reduzindo assim o tamanho da populagdo (gargalo
populacional) (BONATTI, 2012). O municipio de Imperatriz ainda ndo possui a atividade
da meliponicultura tio difundida, possuindo um menor nimero de criadores ¢
consequentemente de enxames.

A variabilidade genética é um dos principais responsaveis pela sobrevivéncia de
qualquer espécie a médio e longo prazo, visto que ¢ por causa da variabilidade genética

que uma espécie estd propria a se moldar as constantes modificagdes que ocorrem no
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meio ambiente (FRANKHAM e/ al., 2010), principalmente devido as mudangas
ocasionadas durante a evolugiio da espéeie.  a variabilidade genélica que permite as
populagdes que passam por mudangas ambientais lidar com as pressoes ecoldgicas do
declinio populacional e da extingo local (WANG er al.. 2002).

Portanto. indices de variabilidade genética populacionais siio bons indicadores
de que uma espécie estd indo bem, pois quanto mais clevados forem esses indices,
maiores as chances dessas populagdes estarem em processo de diferenciagio
(SEQUEIRA er al.. 2005), sendo. portanto, fundamental nos programas de manejo ¢
conservagdo, pois ¢ extremamente necesséria a definigio do status taxonémico da espécie

para poder propor cssas medidas.

5.4 Anilises filogenéticas e distincia genética

Em relagdo aos haplétipos, foram encontrados S diferentes, correspondentes a 7
sitios varidveis (Tabela 5). H1, H2 e H3 siio haplotipos de Sdo Bento, ja H4 e H5 sdo
haplétipos de Imperatiz. Entre os haplotipos H1 e H4 existe | transigdo localizada nas
posigdes 63 ¢ 64 (A — T/ T — A) e uma substitui¢do na posi¢do 59 (A — T). O hapldtipo
HI difere de H2 e H3 por | transigdo localizada nas posigdes 64 (A —T) e 65 (T—A), |
transi¢d@o na posi¢do 80 (G — C), e, em relagio a H3, por | substitui¢do na posi¢do 169 (A
- T). Entre os hapldtipos H4 e H5 existem 1 transversdo na posi¢do 56 (G—T) e |
transi¢do na posi¢do 59 (A — T). A substituigdo de uma purina (A — G) por outra, ou de
uma pirimidina (C — G) por outra, é denominada de transig&o. Ja a substitui¢do de uma
purina por uma pirimidina, ou vice-versa, ¢ de nominada de transversdo (CRUZ et al.,
2011).

Assis (2010) ao realizar a amplificagdo e o sequenciamento da regido COI de
espécimes da abelha Nannotrigona testaceicornis oriundas do campus da USP em
Ribeirdo Preto e de dreas externas ao mesmo, dos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais,
obteve 5 diferentes haplotipos, resultado semelhante ao obtido no presente trabalho.
Porém, dos 5 hapldtipos encontrados, trés estavam presentes apenas nas amostras do
campus da USP, sendo dois deles compartilhados com outras amostras: um com amostras
de Sdo Paulo e Minas Gerais e outro apenas com amostras de Sdo Paulo. Os outros 2
hapl6tipos encontrados foram restritos as amostras de Minas Gerais, Portanto, em relagio
4 distribuicdo dos hapl6tipos, é possfvel observar que os hapldtipos encontrados no

presente trabalho estdo restritos apenas ds regides em que foram coletos os espécimes,
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demostrando assim que, possivelmente devido a disténcia geogrifica, essas abelhas ndo
compartilharam material genético.

A possibilidade dessas abelhas terem  voado longas distincia para se
reproduzirem ¢ refutada, pois apesar de poderem voar grandes distancias (KUHN-NETO
et al.. 2009; RODRIGUES; RIBEIRO, 2014), presume-se que, em geral, 0s voos sio
curtos  para procurar reeursos alimentares (SOUZA ¢t al., 2018). O mesmo
comportamento ¢ observado em relagdio A reprodugilo. em que us abelhas geralmente tém
uma dispersio relativamente baixa quando & enxameagiio para reprodugio (SOUZA ef
al.. 2018).

Tabela S. Hapldtipos ¢ scus respectivos sitios varidveis, Os nlmeros verticais
correspondem & posi¢do em pb dos sftios polimérficos dentro do fragmento do gene COI

de Melipona fasciculata.

Haplétipos | 56 59 63 64 65 80 169
HI G| A | T|A]|T]|G]| A
H2 * * * T A C s
4 * x| T AT
H4 * T A T * * #
HS5 T * A T * * "

Uma rede de hapldtipos foi construida pelo método Median-Joining (Figura 6)
implantado no software NETWORK v. 4.6 (POLZIN; DANESCHMAND, 2003). Na
rede de haplotipos existem duas reticulagdes, representadas pelos circulos vermelhos
menores. Esses pontos sdo chamados de mv (median vector), e representam os hapl6tipos
intermediérios que podem ter existido nessa populagio e deram origem aos hapldtipos
que existem atualmente. Existe a possibilidade desses pontos existirem ¢ ndo terem sido
amostrados, entdio s@o representados como pontos que devem ter existido para ligar os
haplétipos. Portanto, o ponto mv2 poderia ter dado origem aos haplétipos de Sao Bento
e dado origem a um haplétipo (mv1) intermedidrio que deu origem aos dois hapldtipos
de Imperatriz. E possivel observar que apesar de a m interpopulacional ter sido baixa, um
total de 5 haplétipos foram identificados, esse fato pode ser explicado devido a maioria

deles diferirem um dos outros por poucos passos populacionais, de 3 a 4 (Figura 6).
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Resulindos semelhantes foram encontrados por Benatti (2012), ao identificar baixa ©

imerpopulacional, mas quantidade considerdvel de haplétipos (11).

Figura 6. Rede de haplétipos para o gene COJ da espéeie Melipona fasciculata. Os

numeros em vermelho entre as esferas representam os sitios polimérficos.
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Ao observar a distribuigiio dos haplétipos encontrados, foi possivel observar que
foram agrupados em dois ramos separados. Resultado semelhante foi encontrado por
Bonatti er a/. (2014) ao estudar a abelha M. subnitida, onde dos 1 | hapldtipos encontrados
no seu estudo apenas 4 foram compartilhados entre pelo menos duas populagdes,
indicando pouco fluxo génico, como observado no presente trabalho. O dendrograma foi
gerado com base nas sequéncias de haplétipos identificados nas duas populagdes ¢ nas
sequéncias utilizadas como grupos externos (Figura 7). Ficou confirmada a relagdo entre
os hapl6tipos encontrados e a sequéncia de M. fusciculala depositada no GenBank. Vale
ressaltar que o coeficiente de correlagio cofenética do dendrograma foi de 0,9979,

considerado alto, o que fornece alta confibilidade em relagdo ds inferéncias geradas

(ROHLF; FISHER, 1968).
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Figura 7. Dendograma de proximidade genética pelo método de Neighbor Joining entre

as populag¢des de Melipona fasciculata ¢ ps espéceies utilizadas como grupo externo.
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Takahashi e al. (2001) propuseram que quanto mais recente for a separagdo de

determinadas populagdes ou espécies, maiores as chances de haver compartilhamento de

haplétipos, fendmeno caracterizado como Separagéo Incompleta de Linhagens. Portanto,

o periodo de tempo que separa diferentes linhagens pode ndo ser suficiente para torna-las
geneticamente distintas (SITES; MARSHALL, 2004). Entdo, pode-se concluir que

devido ndo haver compartilhamento de haplétipos entre os municipios de Séo Bento e

Imperatriz. a separagdo genética dessas populagdes pode ter ocorrido hd muito tempo,

tornando-as geneticamente diferentes. Além de, mais uma vez, o fato da meliponicultura

ndo ser tdo difundida ainda em Imperatriz, o transporte de colmeias com enxames

possuindo diferentes materiais genéticos ndo deva ter chegado ao municipio ainda. Se

esse processo fosse constatado, ocorreria direta e indiretamente a troca de genes cntre

essas abelhas geograficamente distantes.
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Mediante os passos mutacionais obscrvados, houve modificagiio na sequéncin
proteica gerada para todos os haplotipos (Figura 8). Quando comparada o sequéncia de
aminodcidos entre M. fasciculata obtidos na pesquisa com u de M, fasciculata oriunda de
Teresina (P1). observou-se variagdes na sequéneia proteica (Figura 8). Segundo Hebert ef
al. (2003) diferengas obscrvadas nas sequéneins de aminodcidos sio capazes de
identificar ¢ indicar organismos como pertencentes a uma categoria taxonémica mais

clevada.

Figura 8. Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das amostras de Melipona
fasciculata oriundas de Sdio Bento (SB1, SB2 ¢ SB3). de Imperatriz (ITZ1, 1TZ2 ¢

ITZ3) com a amostra de Melipona fasciculata de Teresina.
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Os valores da distancia-p foram calculados utlizando o modelo de Kimura-dois-
pardmetros (K2P) entre as sequéncias dos 5 haplétipos de M. fasciculala e as sequéncias
para o gene COI das espécies utilizadas como grupo externo (Tabela 6). Observou-se que
a divergéncia nucleotidica intraespecifica variou de 0,25% a 1,26%. Ao comparar 0s
haplotipos de Sdo Bento e Imperatriz verificou-se que os haplétipos de diferentes
municipios possuem maior divergéncia nucleotidica, como observado entre os haplétipos
H3 (Sdo Bento) e H4 e H54 (Imperatriz), em que conslatou-se distincia-p de 1,26%. As
diferengas interespecificas foram superiores a 3,85% quando levados em consideragdo os
grupos externos, observando-se o valor maximo de 6,80% para M. bicolor. Resutados
semelhantes foram encontrados por Hebert e/ al. (2003), que obteve divergéncia
intraespecifica geralmente inferior a 1%, € concluiu que uma taxa modesta de divergéncia
de apenas 2% pode significar uma histdria de isolamento reprodutivo de pelo menos
milhGes de anos.

A porcentagem de divergéncia para o diagndstico de uma espécie ¢ de 3%,
confirmando assim, mais uma vez, a identificaglio da espécie M. fasciculata para as
populagdes estudadas de Sdo Bento e Imperatriz. Além disso, a média de divergéncia

entre individuos do mesmo género ¢ de 6,8% (HEBERT ef al., 2003). Portanto, diante
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dos valores da disténcia-p encontrados, é possivel inferir que a espécie M. fusciculata esta

genélicamente mais proxima da espécie M. scutellaris do que da espécic M. bicolor.

Tabela 6. Estimativa da divergéncia nucleotidica (%), baseada no modelo K2P, calculada

entre os pares de haplotipos e entre esses e as sequéncias utilizadas como grupo externo.

HI H2 H3 H4 H5 Mf Mb Ms

HI

H2 0,75

H3 1,01 0,25

H4 0.75 1,01 1,26

H5 0,75 1,01 1,26 0,50

Mf 1,01 1,26 1,52 0,75 0,75

Mb 6,25 6,53 6,80 5,98 5,98 5,71

Ms 5,98 6,26 6,53 5.1 5,71 5,45 3.85
Mf = M. fasciculata, Mb = M. bicolor e Ms = M. scutellaris.

5.5 Estrutura populacional

Na AMOVA, os resultados de estruturagéo genética (Tabela 7) mostraram uma
maior diversidade genética dentro de populagdes, com 66,67 % e menor diversidade entre
populagdes com 33,33%. Para o indice de Fst (D) foi obtido o valor de 0,6667. Os valores
para o Fst ($ST) podem variar de 0 (sem diversidade genética) a | (fixagdo de alelos).
Wright (1978) propds a interpretagdo dos valores do Fst, onde: de 0 a 0.05, pouca
diferenciagdo genética; de 0,05 a 0,15, diferenciagdo moderada; de 0,15 a 0,25, grande
diferenciagdo genética; ¢ valores acima de 0,25 significam alta diferenciagdo genética.
Portanto, as populagdes de M. fasciculata estudadas possuem uma alta diferenciagido
genélica, ou seja, alta estruturagdo genética. Bonatti (2012) encontrou resultados

semelhantes de 61,9% entre populagdes e 38,1% dentro de populagdo, e Fst de 0,61898.
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Tabela 7. Resultados da Andlise de

sequéncias da regifio COI de Melipona fasciculatq,

40

Varldncia Molecular (AMOVA) bascada nas

rC—omponentc

o

o :
i variach o do total | Varifincia ()] p-valor
Interpopulacional 66,67% 1,250
0,6667 0,00000
Intrapopulacional 33.33% 0,625

Em relagdo aos testes de neutralidade, embora nio se tenha obtido valores

significativos no teste D de Tajima (TAJIMA, 1989), o teste s de Fu (FU, 1997) obteve

resultado igual a -3,12788, estatisticamente significativo (p-valor < 0,05) (Tabela 8). O

valor negativo do teste Fs de Fu indica que pode estar ocorrendo expansdes populacionais.

Portanto. a0 interpretar conjuntamente os dados do teste Fs de Fu e a baixa diversidade

nucleotidica, pode-se concluir que estas populagdes podem estar sofrendo gargalos

populacionais seguidos de recente expansdo demogrifi

observados por Batalha-Filho (2008).

ca. Resultados semelhantes foram

Tabela 8. Testes de neutralidade aplicados as sequéncias nucleotidicas da regido COI em

Melipona fasciculata.

Estrutura¢io

D de Tajima

Fs de Fu

Grupo tnico

0,25497
p-valor = 0,60800

-3,12788
p-valor = 0,00940
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6 CONCLUSAO

e A identificagdo molecular obtida com a andlise da regido COI do mtDNA confirmou
o status taxondmico de Melipona fasciculata, com altos indices de similaridade:

e A AMOVA confirmou a estruturagdo genética nas populagdes de Melipona
fasciculata, com valor de Fst determinando uma alta estruturagio genética;

o O teste de neutralidade Fs de Fu indicou que as populagdes estudadas podem estar
sofrendo expansdo populacional;

A maior variabilidade genética foi observada na populagio de Sio Bento;

o Nio foi observado compartilhamento de haplétipos entre as populagdes, indicando

que ndo ocorre fluxo génico entre elas.
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