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RESUMO

PIRES, Camilla Valente, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2010. Filogenia de espécies Melipona do complexo Rufiventris, com base
em sequéncias de DNA mitocondrial. Orientador: Tania Maria Fernandes
Saloméo. Co-orientadores: Karla Suemy Clemente Yotoko e Lucio Antonio de
Oliveira Campos.

O complexo de abelhas rufiventris, da tribo Meliponini, apresenta ampla
distribuicdo no territério nacional. Com uma extensa distribuicdo geografica, é
possivel que este grupo de abelhas apresente ecétipos diferentes, adaptados a
diferentes locais. A identificacdo de espécies do género Melipona por
caracteres morfolégicos néo é facil. Embora M. mondury e M. rufiventris tenha
sido diferenciada morfologicamente por, o mesmo autor relata a observagao de
caracteristicas de ambas as espécies em individuos de algumas localidades
dos estados de Goias, Maranhdo, Ceara e Rio Grande do Norte. Trabalhos
com diferentes técnicas moleculares (PCR-RFLP, PCR-RAPD, Microssatelite,
PCR-ISSR, Isoenzimas e sequenciamento de DNAmt) mostraram que a
maioria dos individuos do complexo rufiventris analisados (do noroeste de
Minas ao Maranhdo) nao se inclui em nenhum dos padrées moleculares
descritos para M. rufiventris e M. mondury. Estes individuos pertenceriam a
uma nova espécie? Considerando a existéncia de questbes ainda nao
resolvidas dentro do complexo rufiventris, propde-se, no presente estudo, a
utilizacao de ferramentas adicionais, como analises filogenéticas, que fornecam
dados para uma discuss&o mais ampla a respeito da distribuicdo geografica no
territorio brasileiro, da diversidade genética e taxonomia de espécies deste
complexo. Operarias de abelhas do complexo rufiventris foram amostradas em
diferentes localidades dos estados de Minas Gerais, Goias, Maranh&o, Cear3,
Piaui e Tocantins. O DNA total foi extraido, a regido COICOI/l do DNAmt
dessas abelhas foram amplificadas, as sequéncias de DNA obtidas foram
purificadas, clonadas, os plamideos foram extraidos e os respectivos insertos
foram sequenciados. O gene cytb também do DNAmt, foi amplificado, os
fragmentos de DNA foram purificados e diretamente sequenciados. As
sequéncias foram editadas e alinhadas utilizando softwares apropriados. Em
seguida as sequéncias obtidas foram concatenadas, haplétipos foram

identificados e analisados filogeneticamente. Arvores filogenéticas foram



construidas por maxima verossimilhancga e inferéncia bayesiana. Para melhor
detalhamento dos resultados, redes de haplotipos foram construidas com base
nas sequéncias de DNA obtidas. As relacdes filogenéticas inferidas resultaram
em uma arvore com quatro clados bem definidos: M. mondury, M. rufiventris,
M. flavolineata e Melipona sp., formando dois grupos de espécies irmas: M.
mondury e M. rufiventris, e M. flavolineata e Melipona sp.. As redes de
hapldtipos obtidas sugerem que o ancestral do grupo formado por M.
flavolineata e Melipona sp. viveu em uma regido entre os estados do
Maranhao, Piaui e Ceara e que parece existir algum evento influenciando a
separacao dos haplétipos identificados no clado M. rufiventris dentro da area
de amostragem. Os resultados obtidos neste estudo sugerem, também, a
existéncia de uma espécie pertencente ao complexo rufiventris ainda nao
descrita (Melipona sp.) e com ampla distribuicdo geografica. Estudos mais
detalhados sdo necessarios visando elucidar questbes ndo respondidas no

presente estudo, dentre outras.



ABSTRACT

PIRES, Camilla Valente, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February
2010. Mitochondrial DNA sequence-based phylogeny of Melipona
honeybee Rufiventris complex. Adviser: Ténia Maria Fernandes Salomao.
Co-advisers: Karla Suemy Clemente Yotoko and Lucio Anténio de Oliveira
Campos.

The rufiventris bee complex, tribe Meliponini, is widely distributed within
the Brazil. With an extensive geographic distribution, this group may present
different ecotypes adapted to different locations. The identification of species of
the genus Melipona by morphological characters is not easy. Reported some
morphological differences between M. mondury and M. rufiventris, however in
individuals of some locations (Goias, Maranhdo, Ceara and Rio Grande do
Norte), were found characters of both species. Studies with different molecular
techniques (PCR-RFLP, PCR-RAPD, microsatellites, ISSR-PCR, Isoenzyme
and mtDNA sequencing) showed that most individuals of rufiventris complex
examined (north-west of Minas to Maranh&o) is not included in any of the
patterns described for M. rufiventris and M. mondury. Do these individuals
belong to a new specie? Due to the problems related with this genus, it was
proposed the use of new tools that provide useful data for a wider discussion
about the geographical distribution in the brazilian territory, genetic diversity and
taxonomy of the rufiventris. Thus, evaluating rufiventris complex species based
on phylogenetic analysis can help to better understand taxonomic issues that
still remain unsolved. Worker honeybees of the rufiventris complex were
sampled in different locations of the states of Minas Gerais, Goias, Maranh&o,
Ceara, Piaui and Tocantins. Total DNA was extracted, the COICOII region of
mtDNA of these bees were amplified, purified, and the cloned vectors were
extracted and sequenced. The cytb gene of mtDNA was also amplified, purified
and sequenced. The sequences were edited and aligned using appropriate
softwares. After, the sequences of both genes were concatenated generating
haplotypes and these were phylogenetically analyzed, generating trees. These
trees were constructed by maximum likelihood and Bayesian inference. In
addition, a network of haplotypes was obtained for more detail of the results.
The inferred phylogenetic relationships resulted in a tree with four well-defined

clades: M. mondury, M. rufiventris, M. flavolineata and Melipona sp., forming

Xi



two groups of sister species: M. mondury and M. rufiventris, M. flavolineata and
Melipona sp.. The haplotypes networks obtained suggest that the ancestor of
the group formed by M. flavolineata and Melipona sp. lived in the region
between the states of Maranhdo, Piaui and Ceara and there is some event
influencing the separation of the haplotypes identified in the M. rufiventris clade
within the sampling area. The results of this present study also suggest the
existence of a specie, still undescribed (Melipona sp.), belonging to the
rufiventris complex which presents a wide geographical distribution. More
detailed studies are needed to elucidate unsolved questions in the present

study, among others.
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INTRODUCAO

Abelhas sem ferrao

O principal grupo de polinizadores de plantas, em diversos
ecossistemas, sdo as abelhas (Bawa, 1990; Neff & Simpson, 1993), pois séo
inteiramente dependentes das flores para a obtencéo de recursos alimentares.

As relagdes entre plantas produtoras de flores, Angiospermas, e abelhas
baseiam-se em um sistema de dependéncia reciproca, onde as plantas
fornecem o alimento para as abelhas, pdlen e néctar, e em troca recebem os
beneficios da transferéncia de pdlen entre individuos da mesma espécie
(Kevan & Baker, 1983; Proctor et al., 1996). Assim, elas contribuem para a
perpetuacdo de espécies silvestres e para a manutengdo do equilibrio
ecologico (LaSalle & Gauld, 1993).

E importante ressaltar que as abelhas podem, ainda, promover o
cruzamento entre plantas separadas por grandes distancias, quando carregam
o0 podlen de uma regidao para outra. Isto garante a manutengédo do ciclo de
reproducdo sexuada das plantas e, consequentemente, a disponibilidade de
alimento para outros animais.

Dentre os diversos grupos de abelhas encontra-se a Tribo Meliponini. Os
meliponineos estéo distribuidos nas regides tropicais do mundo e também nas
regides subtropicais do hemisfério sul, nas Américas do Sul e Central, Asia,
llhas do Pacifico, Australia, Nova Guiné e Africa (Camargo & Pedro, 1992;
Michener, 2000), sendo o Brasil um dos principais locais de ocorréncia dessas
abelhas (Velthuis, 1997; Camargo & Pedro, 1992).

Meliponini inclui 50 géneros e mais de 400 espécies conhecidas. Dentre
estes géneros, Melipona é o que apresenta maior numero de espécies
conhecidas, cerca de 70, com ocorréncia em toda a regido neotropical,
distribuindo-se desde o México até Misiones, na Argentina, com uma maior
diversificacdo na bacia amazénica (Silveira et al., 2002; Camargo & Pedro,
2007).

Apesar da importancia ecoldgica e econdmica dos meliponineos em
geral, algumas espécies vem sofrendo reducado populacional. A redugao da
diversidade de abelhas pode ser acompanhada pela perda de muitas espécies

de plantas que dependem delas para polinizagao (La Salle & Gauld, 1993).
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Entre as causas da reducédo populacional dos meliponineos, tem-se a
destruicdo dos ambientes naturais. Estas abelhas formam um grupo isolado e
muito especializado, cujos individuos dependem das caracteristicas climaticas
e floristicas de suas regides de origem, sendo consideradas muito frageis
quando expostas a destruicdo de seus habitats. Além disso, a maioria das
espécies nidifica em ocos de arvores que estdo sendo destruidas com o
aumento do desmatamento, o uso indiscriminado de agrotoxicos e a agéo
predatéria de meleiros, que derrubam arvores mais velhas, as quais sdo as
mais provaveis de serem utilizadas pelas abelhas para nidificacdo, para obter o
mel, deixando o ninho aberto e exposto a agcao de predadores (Campos, 1998;
Kerr et al., 1999). Além disso, a transformagéo de grande area de florestas em
pequenas capoeiras pode representar limitacdes ao desenvolvimento das
populacdes, como diminuicdo de locais para nidificacdo e redugdo na
disponibilidade de alimentos (Viana & Melo, 1987).

Outra questdo a considerar é que com a degradagdo ambiental, o
numero de colonias de Meliponini na mesma area de reproducido torna-se
menor do que na area original (Menezes et al., 1993; Kerr, 1994). Quando o
tamanho da populagao se torna inferior a 44 colénias pode haver aumento na
endogamia, fenbmeno o qual é nocivo em Hymenopteros que apresentam
determinacao de sexo por CSD (complementary sex determiner), ou seja, para
ser fémea, uma abelha tem de nascer com dois alelos diferentes de um gene
chamado csd (determinador complementar do sexo), o0 macho sé precisa de
uma ou, eventualmente, duas cépias do mesmo alelo desse gene (Beye, et al.,
2003). Assim, o aumento da endogamia pode acarretar no aparecimento de
machos dipléides que, em geral, sdo estéreis, quase cegos, com numero de
espermatozoides reduzido. Estes machos dipldides podem, também, ser
mortos pelas operarias ao emergirem dos favos, em Melipona, ou serem
comidos pelas operarias antes de trés dias de idade larval, em Apis mellifera
(Kerr et al., 1996).
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Complexo rufiventris

O complexo rufiventris, que pertence a tribo Meliponini, apresenta ampla
distribuicdo no territorio nacional. Atualmente seis espécies sdo reconhecidas:
Melipona rufiventris, encontrada em Minas Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul
e Sao Paulo; M. flavolineata, no Amazonas, Maranhao, Para e Tocantins; M.
brachychaeta no Mato Grosso; M. paraensis no Amapa e Para; M. dubia no
Acre, Amazonas e Rondbnia; e M. mondury em Minas Gerais, Bahia, Espirito
Santo, Parana, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Santa Catarina (Silveira et al.,
2002; Melo, 2003).

Com esta extensa distribuicdo geografica o complexo rufiventris esta
exposto a varias condicbes ambientais. Isto implica na possibilidade deste
grupo apresentar ecotipos diferentes, adaptados a diferentes locais. De fato, ja
foram observadas variagdes morfolégicas no padrdo de coloragdo das cerdas
corbiculares e tibias em individuos de M. rufiventris de diferentes regides
geograficas (Moure & Kerr, 1950; Moure 1975). Esta variacédo € consequéncia
de diferencas especificas. Desta forma, pode-se dizer que mais de uma
espécie estava sendo considerada M. rufiventris.

Com base em diferengas morfoldgicas existentes entre individuos de M.
rufiventris encontrado em regides do cerrado e de mata Atlantica, Melo (2003)
reconheceu como M. rufiventris a espécie encontrada no cerrado e a espécie
encontrada nas regides tipicas de mata Atlantica foi reconhecida como
Melipona mondury. Como exemplo das diferengas observadas, tem-se a
presenca de cerdas ao longo dos bordos anteriores e posteriores da tibia
posterior castanho-escuro, em M. rufiventris, castanho-amarelado em M.
mondury. Além disso, o tamanho corporal € menor em M. rufiventris, dentre
outros caracteres avaliados.

A separagao de espécies do género Melipona por andlise dos caracteres
morfolégicos nao é facil (Michener, 2000). Apesar de Melo (2003) ter destacado
algumas diferengas morfolégicas entre M. mondury e M. rufiventris, este autor
observou individuos dos estados de Goias (Teresina de Goias), Maranhao
(Urbano Santos), Ceara (Serra do Baturité, Vigosa do Ceara, Ubajara) e Rio

Grande do Norte (Martins) com caracteristicas de ambas as espécies, o que
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mostra que a diferenciagcao de espécies do complexo rufiventris, com base em
caracteres morfologicos, ndo é algo trivial.

Além dos estudos morfolégicos relatados, as abelhas do complexo
rufiventris tém sido também objetos de estudos utilizando ferramentas
moleculares. Souza et al.(2003) compararam as técnicas de SSCP, DS-PCR e
PCR-RFLP, para a detecgao de variabilidade no gene mitocondrial 16S RNAr
em populag¢des de M. rufiventris. Segundo os autores, a técnica de PCR-RFLP
foi a mais eficiente para detectar variabilidade entre as populagcbes de M.
rufiventris e M. comprensis, mas nao dentro das populacdes de M. rufiventris.

Weinlich et al. (2004), caracterizaram, com base em analise de restricao,
0 genoma mitocondrial de sete espécies do género Melipona (M. bicolor, M.
compressipes, M. marginata, M. melanoventer, M. quadrifasciata, M. rufiventris
e M. subnitida). Mapas de restricdo foram obtidos utilizando as técnicas RFLP e
PCR-RFLP utilizando 15 enzimas de restricdo. O numero total de sitios
mapeados variou de 12 a 19, indicando um alto nivel de diversidade genética
entre as espécies.

Barni et al. (2007) utilizaram a técnica de PCR-RFLP para identificar
marcadores genéticos do DNA mitocondrial (DNAmt) que pudessem diferenciar
M. mondury de M. rufiventris. As regides ND1, ND2, ND3, ND4, ND5, ND6,
COl, COIll, COlll, ATPases, cytb, 12S e 16S do RNAr foram amplificadas e
digeridas com quatro enzimas de restricdo (EcoRI, EcoRV, Hindlll, e Hinfl).
Sitios EcoRI, EcoRV e Hindlll polimdrficos foram identificados permitindo a
diferenciagao entre M. mondury e M. rufiventris. Nenhum sitio de restrigao foi
detectado quando Hinfl foi utilizada. Os resultados deste estudo concordam
com a classificagdo morfolégica que diferenciam M. mondury de M. rufiventris.

Diversos estudos moleculares visando conhecer a diversidade genética
de abelhas do complexo rufiventris foram e continuam sendo realizados por
pesquisadores que integram o grupo de pesquisa do laboratorio de Biologia
Molecular do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de
Vigosa, Minas Gerais.

Utilizando sequéncias do DNAmt de M. rufiventris e de M. mondury
procedentes, respectivamente, de regides de mata e de cerrado do estado de
Minas Gerais, Schetino (2005a) detectaram haplétipos mitocondriais que

diferenciavam estas duas espécies. Outro estudo com base em marcadores do
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DNA mitocondrial que também mostrou resultados semelhantes, foi o realizado
por Schetino et al. (2005b) utilizando a técnica de RFLP com auxilio da enzima
de restricdo Hindlll e sonda de DNA heterdloga (DNAmt de Apis mellifera).

Padrées moleculares distintos para M. mondury e M. rufiventris
procedentes do estado de Minas Gerais foram também observados em estudos
utilizando marcadores PCR-RAPD, microssatélites e isoenzimas (Tavares et al.
2007). Além disso, os resultados deste estudo mostraram que abelhas oriundas
de Brasilandia de Minas-MG e Dom Bosco-MG consideradas, até entdo, M.
rufiventris, apresentaram padrdes diferentes daqueles observados para M.
mondury e M. rufiventris.

Também estudando M. mondury e M. rufiventris do estado de Minas
Gerais Guimarares-Dias et al. (2007) mostraram com base em padrdes ISSR a
formagdo de dois grupos geneticamente distintos entre individuos de Minas
Gerais sendo um deles composto por M. mondury e o outro por M. rufiventris.
Dentro do grupo de M. rufiventris houve a formagdo de dois subgrupos, um
formado por colénias de Dom Bosco e Brasilandia de Minas, e o outro com
coloénias de Guimarania, Patos de Minas e Patrocinio. Segundo os autores, a
formacgao destes subgrupos sugere um possivel isolamento das populagdes de
Dom Bosco-MG e Brasilandia de Minas-MG das populagbes de M. rufiventris.
Este possivel isolamento foi relatado, também, nos estudos realizados por
Tavares et al. 2007.

Silva et al. (2007) estudou abelhas do complexo rufiventris utilizando
marcadores microssatalites, porém, a amostragem incluiu abelhas de outras
localidades de Minas Gerais até entdo nao avaliadas e de localidades de outros
estados (Bahia, Goias e Maranhao). Observa-se também neste estudo que as
abelhas procedentes de Brasilandia de Minas-MG, de Dom Bosco-MG e de
localidades do estado do Maranh&o ficaram incluidas em um mesmo subgrupo
dentro do grupo de M. rufiventris. Com base nos resultados obtidos, os autores
sugeriram que as estratégias de conservagado para as espécies do complexo
rufiventris deverdo levar em consideracdo estes diferentes padrdoes de
agrupamento detectados, principalmente para o subgrupo formado pelas
abelhas de Brasilandia de Minas-MG, de Dom Bosco-MG e do Maranh&o

Com base nos resultados dos estudos realizados por Tavares et al.
(2007), Guimarares-Dias et al. (2007) e Silva et al. (2007) fica evidente a
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necessidade de investigar melhor este grupo de abelhas possivelmente isolado
de M. rufiventris. Neste caso, uma possibilidade € a de realizar estudos
filogenéticos visando obter conhecimentos que possam contribuir para a

elucidacao de questdes taxondmicas e evolutivas deste grupo.

Estudos filogenéticos com Hymenoptera

As classificacbes bioldgicas, em geral, sdo construidas agrupando-se
organismos que compartilham caracteristicas similares, dessa forma, busca-se
produzir estruturas que reflitam uma ordem hierarquica percebida na natureza.
Mas muitas vezes estas caracteristicas nem sempre podem estabelecer uma
hierarquia.

As hipoteses filogenéticas permitem classificagbes que facilitam o
avango dos estudos em biologia comparada (morfologia, fisiologia,
comportamento, ecologia e biologia evolutiva). Novas descobertas podem
sugerir novas hipoteses sobre as relagdes evolutivas entre os organismos
estudados e, consequentemente, novas classificacdes. Como as classificagdes
biolégicas sdo reflexos do que se conhece das relagbes de grupos de
organismos em um dado momento, estudos mais amplos e com diversos
organismos sado recomendados para que estas classificacbes representem
melhor a realidade (Amorim, 1997).

Com o advento da filogenia molecular, diversos marcadores genéticos
como, por exemplo, DNA mitocondrial (DNAmt), DNA ribossémico (DNAr),
sequéncias de DNA codificantes e ndo codificantes dentre outros tém sido
utilizados para classificagbes de diferentes organismos (Caterino et al., 2000;
Silvestre, 2002). O DNA mitocondrial animal tem sido muito util neste tipo de
estudo por ser de heranca materna sem recombinacao, por evoluir rapidamente
e por ser altamente polimérfico (Avise et al.,1987). Os genes mitocondriais
mais frequentemente utilizados sado aqueles que codificam o citocromo c¢
oxidase subunidade | (COl); Citocromo ¢ oxidase subunidade Il (COll); 18S,
16S e 12S DNAr; Citocromo b (cytb) e Regidao Controle, que néo é codificado
(Caterino et al., 2000; Meyer & Zardoya, 2003).
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Em abelhas, varios estudos utilizando filogenia molecular como
ferramenta para avaliar a diversidade genética para inferir sobre taxonomia e
questdes evolutivas tem sido relatados.

Leys et al.(2000) estudou as relagdes filogenéticas de 22 subgéneros de
Xylocopa analisando por maxima parcimdnia e maxima verossimilhanca
sequéncias de dois genes mitocondriais, cytb e COI. As analises resultaram na
formagdo de trés clados bem resolvidos, sendo um deles formado por
subgéneros da América do Sul, outro pelos subgéneros Xylocopa s.s. e
Ctenoxylocopa e o terceiro por subgéneros da Etiépia. Além disso, os autores
investigaram se os eventos mais recentes de dispersdo ou vicariancia na
Gondwana poderiam explicar a distribuicdo atual dos subgéneros e observaram
que, apesar de alguns taxons apresentarem divergéncias de fragmentacéo na
Gondwana, a maioria das divergéncias entre os grupos formados sdo muito
recentes e podem nao apoiar uma hipotese de vicariancia.

Abelhas do género Diadasia (Hymenoptera:Apidae) também foram
relacionadas filogeneticamente (Sipes & Wolf, 2001). Neste estudo foram
avaliados os genes mitocondriais COl, COIl, tRNA"®" e o gene nuclear EF1a e
submetidos a analises de parciménia. Uma das analises foi realizada utilizando
as sequéncias COI, COIl, tRNA"" e EF1a separadamente e a outra utilizando
as sequéncias concatenadas. Ambas as analises resultaram em hipoteses
filogenéticas congruentes, as quais apoiaram o monofiletismo de Diadasia, mas
nao para os tradicionais subgéneros, como Diadasia s. str. que se mostrou
parafilético em todas as analises.

No estudo realizado por Leys et al. (2002), 22 subgéneros de Xylocopa
foram analisados filogeneticamente, utilizando sequéncias de genes nucleares
(EF1a e PEPCK) e mitocondriais (COI e Cytb, de Leys et al.,2000) combinado
com dados de caracteres morfolégicos. A analise contou também com um
relégio molecular calibrado com fosseis de mamangavas. As relagdes
filogenéticas inferidas mostraram que as principais divisbes dessas abelhas
ocorreram bem depois da separacdo da América do Sul e Africa, 100 milhdes
de anos atras, mas antes de eventos importantes de fusao no Mioceno.

Em 2004, Michel-Salzat et al., investigaram relagbes genéticas de
abelhas Euglossini utilizando sequéncias de DNA (16S, COI, LwRh, EF1a) e

varios caracteres morfoldgicos. A combinagcado desses caracteres resultou em
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uma filogenia bem resolvida para o grupo, que € o unico dentro de curbiculadas
que engloba abelhas n&o-sociais. Padrbes evolutivos similares foram obtidos
quando os dados morfologicos e moleculares foram analisados
separadamente.

Objetivando ampliar os conhecimentos relacionados a diversificacdo das
abelhas e da histéria de coevolugdo das abelhas e angiospermas, foi
reconstruida a filogenia de abelhas em nivel de familia. Treze familias foram
analisadas utilizando sequéncias de cinco genes (EF1a, gene para RNA
polimerase |l, para rodopsina PV, genes para 28S e 18S RNAr) combinados
com 109 caracteres morfolégicos. A filogenia resultante incluiu linhagens de
abelhas que sdo predominantemente hospedeiro-especialistas de plantas,
sugerindo que a especificidade planta-hospedeiro é uma caracteristica
ancestral em abelhas (Danforth et al. 2006).

Ao verificar que foram obtidos poucos caracteres filogeneticamente
informativos para reconstrugao da filogenia de abelhas do género Bombus com
base em morfologia, Cameron et al. (2007) analisaram sequéncias dos genes
nucleares opsin, EF1a, Arginina quinase, PEPCK e do gene 16S mitocondrial,
da maioria das espécies de Bombus (38 subgéneros) conhecidas e os
resultados mostraram uma filogenia altamente resolvida e altamente suportada.
Segundo os autores, a filogenia obtida forneceu uma base sélida para a
reclassificagdo e conhecimentos evolutivos no género Bombus.

Dois genes mitocondriais, COl e cytb, e dois nucleares, EFla e CAD,
foram utilizados para testar a monofilia da tribo Ctenoplectrini e suas relagcbes
com outros Apidae, além da sua historia biogeografica. A topologia da arvore
filogenética obtida sugere que a origem Ctenoplectrini na Africa aconteceu no
inicio do Eoceno e dispersou da Africa para a Asia, em algum momento do
Eoceno, 30 a 40 milhdes de anos atras. O clima seco e fresco no médio
Mioceno coincide com a divergéncia de Ctenoplectra bequaerti da Africa
Ocidental e Ctenoplectra terminalis do Oriente e Africa do Sul, talvez
relacionado a fragmentacdo do cinturdo equatorial de florestas Africanas
(Schaefer & Renner, 2008).

Dentro de Meliponini, poucos trabalhos utilizando filogenia molecular
foram realizados. Em 2003, Costa et al. avaliaram sequéncias do 16S DNAr

mitocondrial de 34 espécies pertencentes a 22 géneros de abelhas sem ferrao
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empregando analises de parcimdnia e maxima verossimilhanga. Como grupo
externo foram utilizadas 11 sequéncias de espécies de abelhas corbiculadas. O
objetivo do estudo era investigar as relagdes filogenéticas entre os géneros de
Meliponini. Dentre os resultados obtidos, quatro clados principais foram
definidos na arvore de consenso parciménia. O género Africano Hypotrigona foi
definido como o ramo mais ancestral na tribo, seguido por Austroplebeia como
0 grupo de irm&os de outros dois clados.

Rasmussen & Cameron (2007) examinaram as relagbes inter e intra
genética da tribo Meliponini no Velho Mundo utilizando sequéncias 16S DNAr
mitocondrial e sequéncias de DNA nuclear (opsin, EF1a e arginina quinase)
para analises filogenéticas. Os resultados constituem em um novo quadro para
uma classificagdo que precisa ser revista e que estda em curso para
investigagoes bioldgicas de meliponineos.

Esta classificacao foi revista também por Rasmussen & Cameron (2010).
Além de uma filogenia global, eles também fornecem estimativas dos tempos
de divergéncia e das distribui¢des biogeograficas do ancestral dos grandes
grupos. Anadlises de probabilidade Bayesiana e maxima verossimilhanga
suportaram fortemente uma divisdo dos meliponineos em dois grupos um no
Velho e outro de abelhas do Novo Mundo. Inferi-se que esta divisdo aconteceu
a cerca de 80 Mya. As principais diversificagdes no Novo Mundo ocorreram
aproximadamente a 30-40 Mya.

Batalha-Filho (2008) definiu padrdes filogeograficos para duas
subespécies de Melipona quadrifasciata ao longo de sua area de distribuicdo
no territorio brasileiro. Sequéncias parciais do gene CO/ do DNAmt de 145
individuos de M. quadrifasciata foram analisadas obtendo-se uma arvore
filogenética por inferéncia Bayesiana e uma rede de haplétipos. Ambas as
analises mostraram a formacao de dois clados, o clado sul compreendendo a
subespécie M. q. quadrifasciata e o clado norte formado pela subespécie M. q.
anthidioides. Uma barreira geografica que coincide com a separagéo
geografica dos dois clados foi estimada. Além disso, o autor relata a existéncia
de uma hipotese de vicaridancia semelhante a encontrada nesse estudo, para
outros organismos.

Lopes (2008), com o objetivo de avaliar o nivel de diferenciacéo entre

espécies do complexo rufiventris, analisou sequéncias do gene cytb por
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métodos filogenéticos. As arvores inferidas por Neighbor-Joining, Maxima
Verossimilhanga e Bayesiana apresentaram a mesma topologia, com formagao
de trés clados. Um dos clados formados reuniu abelhas provenientes de Minas
Gerais e Goias, identificadas como M. rufiventris, o outro foi representado pela
abelha de Sao Luis-MA e o terceiro formado por abelhas provenientes do
noroeste de Minas Gerais, Maranhdo, Ceara, Tocantins e Piaui. O nivel de
diferenciagdo encontrado neste ultimo grupo em relagdo aos outros poderia,
segundo a autora, indicar que os espécimes nele incluidos seriam de outra
espécie de Melipona do complexo rufiventris, ainda ndo identificada. Esses
resultados corroboram com aqueles relatados por Tavares et al. 2007 e Silva et
al. (2007) empregando marcadores RAPD, microssatélites e isoenzimas, ou
seja, as abelhas procedentes do noroeste de Minas Gerais até o Maranhao n&o
apresentam os mesmos padrdes descritos para M. rufiventris e M. mondury
sugerindo que possa pertencer a outra espécie ainda nao descrita (Melipona
sp).

Dando continuidade e ao mesmo tempo visando aprofundar o trabalho
realizado por Lopes (2008), o presente estudo propde continuar investigando a
filogenia deste grupo de abelhas. Para isso, 0 nUmero amostral e o numero de

caracteres mitocondriais foram ampliados.
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OBJETIVOS

Construir uma hipotese filogenética baseada em sequéncias de DNA
mitocondrial visando contribuir na elucidagcdo de questbes taxondmicas e

evolutivas dentro do complexo de Rufiventris.
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MATERIAL E METODOS
Material Genético

Um total de 39 colbnias de abelhas do complexo rufiventris foi
amostrado em 17 localidades dos estados de Minas Gerais, Goias, Maranhéo,
Ceara, Piaui e Tocantins. Destas, 16 colénias sao da espécie M. rufiventris e 2
da espécie M. mondury. As demais (23 colbnias), foram consideradas como
Melipona sp. (Tabela 1, Figura 1). Uma abelha operaria por colbnia foi utilizada
nas analises, uma vez que analises com mais de um individuo da mesma
colénia implica em uma alta probabilidade de estar se analisando individuos

irmaos.

Extracdo de DNA, Amplificacdo e Sequenciamento

O DNA total extraido do mesossomo de operarias adultas conforme
Fernandes-Salomao et al. (2005) foi utilizado para amplificacdo de sequéncias
da regido COICOIl do DNA mitocondrial (extremidade 5’ do gene COI - tRNA"™"
- extremidade 3’ do gene COIl) e parciais do gene cytb do DNA mitocondrial
das operarias analisadas. Os fragmentos de DNA obtidos por PCR foram
posteriormente sequenciados.

A regidao COICOIl foi amplificada utilizando os oligonucleotideos
iniciadores 5 TCTATACCACGACGTTATTC 3 e 5
GATCAATAATCATTGATGACC 3’ (Smith & Hagen, 1997). A reagéo e as
condigdes de amplificacdo foram conduzidas segundo Moreto & Arias (2005).
Os fragmentos de DNA amplificados foram separados em gel de agarose 1,5%
(p/v), extraidos do gel com Kit de purificagao “Wizard-SV Gel and PCR Clean-
Up System Promega e inseridos no vetor “pGEM-TEasy” seguindo as
recomendacgdes dos fabricantes. Apos esta insercao, células ultracompetentes
de E. coli DH5a foram transformadas com os vetores contendo o inserto
correspondente (Inoue et al., 1990). Os clones recombinantes foram
selecionados, os plasmideos extraidos e os insertos foram sequenciados

utilizando sequenciador automatizado MegaBace DNA Analysis System 500
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(Amershan Biosciences Corp.). Foram sequenciados no minimo trés clones de
cada amostra amplificaficada.

O gene cytb foi parcialmente amplificado utilizando os primers Mb2
(5’ACTATCAGCATTACCTTATATTGGTC3’) e Mb4
(5GTGTTTTAGCTCGAATTC-GGTATG3') desenhados a partir do genoma
mitocondrial de M. bicolor (Silvestre et al., 2008). O DNA amplificado foi
purificado com enzima ExoSap-IT®, e os fragmentos purificados submetidos ao
sequenciamento pelo sequenciador automatizado MegaBace DNA Analysis

System 500 (Amershan Biosciences Corp.).

Tabela 1: Espécies amostradas e suas respectivas localidades, coordenadas

geograficas (decimais) e nimero de colénias amostradas (N).

Espécie Localidade/Estado Longitude Latitude N
Araguari/MG -48.1872 -18.6472 1

M. rufiventris Brasilia/DF -47.9297 -15.7797 1
Guimarania/MG -46.7931 -18.8439 4

Luziania/GO -47.9503 -16.2525 6

Patos de Minas/MG -46.5181 -18.5789 3

Uberaba/MG -47.9319 -19.7483 1

Brasilandia de Minas/MG -46.0094 -17.0097 2

Dom Bosco/MG -46.2708 -16.6519 3

Urucuia/MG -45.7422 -16.1325 1

Januaria/MG -44.3617 -15.4881 2

Melipona sp. Novo Acordo/TO -47.6772 -9.9628 2
Pacoti/CE -38.9233 -4.225 1

Teresina/PI -42.8019 -5.0892 2

Ubajara/CE -40.9211 -3.8544 1

Urbano Santos/MA -43.4036 -3.2078 8

Sao Luis/MA -44.3028 -2.5297 1

M. mondury Rio Vermelho/MG -43 -18.3 2
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Figura 1: Mapa de distribuicao geografica das 17 localidades amostradas. O quadrado
branco indica a localidade onde foi amostrada M. mondury, os circulos brancos, M.

rufiventris e os circulos pretos, Melipona sp..

Alinhamento de sequéncias e Analises Filogenéticas

Apods o0 sequenciamento, os cromatogramas foram editados utilizando o
pacote de programas, para o sistema operacional Linux, Phred, Phrap e
Consed (Ewing et al. 1998; Ewing & Green 1998; Gordon et al. 1998). As
sequéncias editadas foram alinhadas utilizando-se o método CLUSTAL W
(Higgins et al. 1994) visualizando o alinhamento no programa MEGA4 (Tamura
et al. 2007). As sequéncias COICOIl e cytb foram comparadas com as
respectivas sequéncias de M. bicolor (Silvestre et al. 2008) depositada no
GenBank. Todos os alinhamentos foram inspecionados e corrigidos
visualmente. Para se proceder as analises filogenéticas, as sequéncias

COICOll e cytb foram concatenadas.
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As estatisticas do alinhamento das sequéncias de DNA foram
identificadas com auxilio do programa MEGA4 (Tamura et al. 2007). No
software DNAsp 4 (Rozas, 2003) foram definidos os haplétipo e as
diversidades nucleotidica e haplotipicas.

Como grupo externo para as analises filogenéticas foram utilizadas
sequéncias da regido COICOIl e do gene cytb de M. bicolor (NC004529,
genoma mitocondrial completo - GenBank) e sequéncias de M. quadrifaciata
(EF529423 para o gene cytb — GenBank e sequéncias COICOIl foram obtidas
no banco de dados do Laboratério de Biologia Molecular e Celular do DBG-
UFV).

O modelo de substituicdo utilizado na abordagem de maxima-
verossimilhanca (MV) foi calculado utilizando-se o ModelTest (Posada &
Crandall 1998) com o critério de informacédo Akaike (AIC) (Akaike, 1985),
utilizando-se grupo externo. Os parametros utilizados para a escolha do
modelo de substituicdo usado para a reconstrugdo filogenética Bayesiana (IB)
foram estimados pelo MrModeltest (Nylander et al. 2004) também com o critério
de informacao Akaike (AIC), utilizando-se 0 mesmo grupo externo.

Arvores filogenéticas foram construidas pelos métodos de maxima
verossimilhaga (MV) utilizando o programa paup * 4.0b10 (Swofford, 2002) e
por inferéncia Bayesiana (IB) por meio de MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck &
Ronquist 2001), com 1.000.000 ciclos de geragdes por Cadeia de Monte Carlo
Markov (MCMC). Foram excluidas as 100.000 geracgdes iniciais, por meio do
“burn in”, e os valores de probabilidade a posteriori foram estimados com as
arvores restantes. As arvores de MV foram estimadas com uma busca
heuristica TBR (tree-bisection—reconnection), utilizando para calculo dos
valores de bootstrap a busca heuristica e o NNI (nearest-neighbour
interchange). As arvores filogenéticas foram editadas no programa FigTree
v1.3.1 (Rambaut, 2009).

Com o objetivo de visualizar parametros histérico-demograficos foi
utilizado o programa NETWORK 4.5.0.0 (Bandelt, et al., 1999), com o qual foi
construida uma rede de haplétipos (network) utilizando-se o algoritmo median-

joining que identifica os haplétipos mais proximamente relacionados.
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RESULTADOS
Variacdo nas sequéncias de DNA mitocondrial

Foram obtidos fragmentos de DNA de 363 e 496 pb respectivamente
para a regido COICOIl e para o gene cytb das abelhas analisadas. Os
fragmentos obtidos foram concatenados gerando um fragmento de 859 pb.
Sequéncias de M. quadrifaciata e de M. bicolor (espécies utilizadas como grupo
externo) obtidas no GeneBank, também foram concatenadas. Todas as
sequéncias foram alinhadas e 95 sitios variaveis foram detectados. A
composi¢cao de nucleotideos foi de T=46,8%, C=10,4%, A=38,2% e G=4,7%.
Foram identificados 21 haplétipos.

A Tabela 2 mostra a distribuicdo dos haplétipos detectados, respectivas
localidades amostradas e espécies analisadas. Observa-se que nado ha
compartilhamento de haplétipos entre M. rufiventris, M. mondury, Melipona sp.
e as espécies do grupo externo. Em M. rufiventris o haplétipo 1 € compartilhado
por 8 individuos pertencentes a localidades do oeste mineiro e do Distrito
Federal. Em Patos de Minas-MG existem individuos que compartilham este
mesmo haplétipo, porém, nesta mesma localidade o haplotipo 2 foi também
identificado em um individuo. O haplétipo 3 foi detectado apenas em individuos
de Luziania-GO. Nesta mesma localidade, detectou-se, também, o haplétipo 5
em duas abelhas analisadas. Em Melipona sp o haplétipo 6 € compartilhado
por um individuo de Brasilandia de Minas-MG e por trés de Dom Bosco-MG.
Em Brasilandia de Minas detectou-se, também, em um individuo, o haplétipo 7.
O hapldtipo 8 também é compartilhado por abelhas de duas localidades,
Januaria (dois individuos) e Urucuia (um individuo). Haplétipos diferentes foram
detectados, também, em individuos de Urbano Santos-MA. Nesta mesma
localidade, dos oito individuos analisados, cinco possuem o haplétipo 13, um o
hapldtipo 12, um o haplétipo 14 e outro o haplétipo 15. Além disso, o haplétipo
10 foi detectado em um individuo de Melipona sp. procedente de Pacoti-CE e
outro de Teresina-Pl. Em Teresina ha, também, um individuo com o haplétipo
16 (Tabela 2). No unico individuo de Sao Luis-MA analisado detectou-se o
hapldtipo 11. O haplétipo 17 foi detectado em dois individuos de Novo Acordo-

TO. Finalmente, os haplétipos 18 e 19 foram exclusivos para M. mondury e os
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haplétipos 20 e 21 exclusivos para abelhas do grupo externo (M. quadrifaciata

e M. bicolor, respectivamente).

Analises Filogenéticas

O modelo de substituicdo de nucleotideos selecionado para a inferéncia
Bayesiana foi o General Time Reversible (GTR) e para a Maxima-
Verossimilhanca, o modelo foi Kimura, 1981 (K81). As topologias das arvores
filogenéticas obtidas por estes dois métodos foram similares e para
apresentacao dos resultados optou-se pela hipétese estimada pela inferéncia
Bayesiana.

A arvore filogenética obtida (Figura 2) mostra que apés a separagao do
grupo externo, as abelhas do complexo rufiventris analisadas foram divididas
em quatro clados. Os clados foram inicialmente denominados de clado M.
mondury, clado M. rufiventris, clado C1 e clado C2 (Figura 2). O primeiro clado
(M. mondury) contém os individuos de M. mondury (Haplotipos 18 e 19) e o
segundo (M. rufiventris) de M. rufiventris (hapldtipos 1 a 5). O terceiro (C2) e
quarto (C1) clado contém individuos considerados no presente trabalho de
Melipona sp. O clado C2 foi formado por um unico individuo de Melipona sp., 0
procedente de Sao Luis-MA (Hap 11), e o C1 pelos demais individuos
considerados também Melipona sp. (Haplétipos 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16
e 17) os quais foram amostrados em uma regido geografica extensa,
compreendendo desde o noroeste de Minas Gerais passando pelo estado de
Tocantins, até aos estados do Maranhao, Ceara e Piaui.

Para melhor compreensédo das relagdes filogenéticas inferidas, oito
individuos representando oito colénias amostradas e analisadas, neste estudo,
foram avaliados morfologicamente pelo taxonomista de hymenoptera,
Professor Gabriel A.R. Melo. A Tabela 3 mostra a procedéncia dos individuos
analisados e respectiva identificacdo feita pelo taxonomista. O individuo
incluido no clado C2 foi identificado como da espécie M. flavolineata. Trés
individuos foram identificados como M. rufiventris e os outros quatros
continuaram sendo considerados Melipona sp. Para os considerados Melipona

sp. nao foi possivel, com base na analise realizada, identificar a qual das
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especies atualmente reconhecidas como do género Melipona estes individuos
pertencem.

Com base na identificagao proposta (Tabela 3), os clados C1 e C2 foram
respectivamente denominados de Melipona sp.. e M. flavolineata. Os demais
permaneceram como M. mondury e M. rufiventris (Figura 3).

A arvore filogenética inferida mostra, também, a formac&o de dois
grandes grupos dentro do complexo rufiventris sugerindo que M. mondury e M.
rufiventris sdo espécies irmas da mesma forma que Melipona sp. e M.
flavolineata. A Figura 4 ilustra os dois grupos formados e a distribuicdo

geografica dos individuos que os compdem.

Redes de haplétipos

Com base nas sequéncias COICOIl e cytb concatenadas de Melipona
sp. e M. flavolineata uma rede de haplétipos foi obtida (Figura 5B). Observa-se
na rede que o haplétipo 11, detectado no individuo de M. flavolineata de Sao
Luis-MA, esta a 10 passos mutacionais do haplétipo 16 detectado em Melipona
sp., mostrando que apesar de Melipona sp. e M. flavolineata estarem
representadas na arvore como duas espécies irmas (Figura 3) as mesmas sao
bastante diferenciadas geneticamente.

A Figura 5B mostra também dois ramos (Hap17; e Hap 6, 7 e 8) com
haplétipos mais divergentes em relagéo aos haplétipos 9, 10, 12, 13, 14, 15 e
16, que entre si diferenciam-se por apenas um ou dois passos mutacionais. O
haplétipo 17 que constitui um destes ramos mais diferenciados foi identificado
em abelhas procedentes de Novo Acordo-TO e estda a quatro passos
mutacionais do haplétipo 14. O outro ramo é formado pelos haplétipos 6, 7 e 8,
identificados em abelhas do noroeste de Minas Gerais (Brasilandia de Minas,
Dom Bosco, Januaria e Urucuia) e diferenciam entre si por apenas um passo
mutacional, porém, diferenciam do haplétipo 9 por trés passos mutacionais.
Observando a Figura 5 (A e B) parece haver uma tendéncia de agrupamento
dos haplétipos mais proximos geograficamente nos dois ramos mais
diferenciados: o haplétipo 17, pertence a localidade de Novo Acordo-TO e os

hapldtipos 6, 7 e 8, a localidades do noroeste de Minas Gerais. Entretanto esta
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tendéncia n&o ocorreu entre os haplotipos 10, 12, 13, 14, 15 e 16. Neste caso,
os haplotipos mostram-se pouco diferenciados entre si, com distancia de
apenas um ou dois passos mutacionais entre eles, além da existir mais de um
haplotipo em mesma localidade e de haver haplétipos compartilhados por
localidades diferentes (Figura 5 A e B).

A Figura 6 mostra a rede de haplotipos obtida a partir das sequéncias
cytb e COICOIl concatenadas de M. mondury e M. rufiventris incluidas no
grupo 2 da Figura 4 e a distribuigcdo geografica dos haplotipos. A rede mostra
que os haplétipos detectados em M. mondury (haplétipos 18 e 19) divergem
por vinte e cinco passos mutacionais do haplétipo 2 detectado em M. rufiventris
sugerindo que M. mondury e M. rufiventris, consideradas espécies irmas, s&o
geneticamente muito diferenciadas.

Considerando os haplétipos identificados em M. rufiventris (haplétipos 1
a 5), a rede (Figura 6A) mostra que o haplétipo 2 identificado em um individuo
de Patos de Minas-MG, esta separado por trés passos mutacionais de um
haplétipo ancestral ou haplétipo ndo amostrado nesta analise. Este mesmo
haplotipo, esta separado do haplétipo 1 por quatro passos mutacionais. O
haplétipo 1 (haplétipo compartilhado por 8 individuos de quatro localidades
diferentes) esta separado do haplétipo 3 (detectado em abelhas de Luziénia-
GO) por apenas um passo mutacional. O haplétipo 3 esta a dezessete passos
mutacionais do haploétipo 5, detectado, também, em abelhas de Luziania-GO. O
haplétipo 5 esta separado por um passo do haplétipo 4 (individuo de Uberaba-
MG) que esta a dezessete passos mutacionais do haplétipo 1. Estes resultados
mostram que, apesar da proximidade geografica entre as localidades
amostradas, ha uma consideravel variagado genética entre os individuos de M.
rufiventris analisados. Um exemplo disso é a divergéncia dos haplétipos 4 € 5
em relacdo os demais haplétipos identificados para M. rufiventris. Os haplétipos
4 e 5 foram identificados em individuos procedentes de Luziania-GO e
Uberaba-MG respectivamente, localidades estas geograficamente préximas

das demais amostradas. (figura 6).
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Tabela 2: Espécies, haplétipos identificados, numeros de individuos por haplétipos (n) e respectivas localidades onde foram amostrados. Os

numeros entre parénteses sdo os numeros de individuos amostrados por localidade.

Espécie Haplotipos n Localidades
Hap 1 8 Araguari-MG™"):Guimarania- MG";Patos de Minas-MG®;Brasilia-DF "
Hap 2 1 Patos de Minas-MG!"
M. rufiventris Hap 3 4 Luziania-GO®
Hap 4 1 Uberaba-MG!"
Hap 5 2 Luziania-GO®
Hap 6 4 Brasilandia de Minas-MG!"; Dom bosco-MG®
Hap 7 1 Brasilandia de Minas-MG("
Hap 8 3 Januaria-MG®; Urucuia-MG("
Hap 9 1 Ubajara-CE"
Melipona sp. Hap 10 2 Pacoti-CE"; Teresina-PI"
Hap 11 1 Sao Luis-MA™
Hap 12 1 Urbano Santos-MA("
Hap 13 5 Urbano Santos-MA®
Hap 14 1 Urbano Santos-MA™
Hap 15 1 Urbano Santos-MA™
Hap 16 1 Teresina-PI"
Hap 17 2 Novo Acordo-TO®
M. mondury Hap 18 1 Rio Vermelho-MG™
Hap 19 1 Rio Vermelho-MG!"
M.quadrifaciata Hap 20 1 Grupo externo
M. bicolor Hap 21 1 Grupo externo
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Figura 2: Arvore obtida por Inferéncia Bayesiana (modelo GTR) para o gene cytb e a

regiao COICOIl concatenados. Os clados estdo com seus respectivos ramos

destacados com cores diferentes. O clado destacado de amarelo contém M. mondury

e de azul, M. rufiventris. Os clados destacados de vermelho (C1) e de verde (C2)

foram formados por Melipona sp.. Grupo externo: M. quadrifaciata e M. bicolor. Os

cédigos dos haplétipos estdo conforme Tabela 2. Os numeros entre parénteses

representam o numero de individuos por haplétipo. Os numeros nos ramos

representam valores de bootstrap para maxima verossimilhanga e de probabilidades

Bayesianas a posteriori, respectivamente.
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Tabela 3: Individuos analisados morfologicamente, procedéncia e respectiva

identificacao.
Individuo Localidade Espécie

1 Séao Luis/MA Melipona flavolineata
2 Araguari/MG Melipona rufiventris

3 Guimarania/MG Melipona rufiventris

4 Uberaba/MG Melipona rufiventris

5 Brasilandia de Minas/MG Melipona sp.

6 Pacoti/CE Melipona sp.

7 Ubajara/CE Melipona sp.

8 Urbano Santos/MA Melipona sp.
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Figura 3: Arvore obtida por Inferéncia Bayesiana utilizando o modelo GTR para o

gene cytb e a regiao COICOIl concatenados. Os clados estdo com seus ramos
destacados com cores diferentes e nomeados de acordo com a identificagao realizada
pelo taxonomista. M. mondury (clado em amarelo), M. rufiventris (clado em azul), M.
flaovlineata (clado em verde) Melipona sp. (clado em vermelho). Grupo externo: M.
quadrifaciata e M. bicolor. Os codigos dos haplétipos estdo conforme Tabela 2. O
asterisco (*) indica os haplotipos que tiveram no minimo um individuo identificado pelo
taxonomista. Os numeros nos ramos representam valores de bootstrap para maxima

verossimilhanca e de probabilidades Bayesianas a posteriori, respectivamente.
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quadrifaciata

100;1 ‘ v
Mefipona Bicolor
" A B

Figura 4: A: Arvore ilustrando a separagéo das abelhas analisadas em dois grupos. Grupo 1: sombreado escuro, e Grupo 2: sombreado claro.
B: Disposigcao geografica das abelhas incluidas em cada grupo. Os circulos indicam as localidades amostradas. As cores dentro dos circulos

identificam os quatro clados: M. mondury (amarelo), M. rufiventris (azul), Melipona sp. (vermelho) e M. flavolineata (verde).
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Hap 15

Hap 13

B

Figura 5: A: Mapa com distribuicdo geografica dos haplétipos do grupo 1 (Melipona sp. e M. flavolineata,) conforme Figura 4. Os circulos
pretos representam as localidades amostradas. Os circulos vermelhos representam haplétipos detectados em Melipona sp. € o verde em M.
flavolineata. B: Rede de haplétipos em median-joining do grupo 1. Cada circulo compreende um haplétipo, o seu tamanho é proporcional a
frequéncia de individuos. Cada trago na linha que conecta os haplétipos representa um passo mutacional. A codificacdo dos haplétipos esta

conforme Tabela 2.
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Figura 6: A: Mapa com distribuicdo geografica dos haplétipos do grupo 2 (M. rufiventris e M. mondury,) conforme Figura 4. Os circulos pretos
representam as localidades amostradas. Os circulos azuis representam haplétipos detectados em M. rufiventris e os amarelos os detectados
em M. mondury. B: Rede de haplétipos em median-joining do grupo 2. Cada circulo compreende um haplétipo e o seu tamanho é proporcional

a frequéncia de individuos. Cada trago na linha que conecta os haplétipos representa um passo mutacional. A codificagdo dos haplétipos esta

conforme Tabela 2.
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DISCUSSAO

A composig¢ao de bases da sequéncia parcial do gene cytb e da regido
COICOIIl com percentual maior de A-T (85%) seguiu o padréo ja reportado para
o DNA mitocondrial de insetos (Crozier & Crozier 1993; Simon et al. 1994).

A separagao das espécies M. mondury e M. rufiventris em dois clados
distintos ja era esperada. Diversos estudos utilizando diferentes marcadores
moleculares tém mostrado a separagdo destas espécies em grupos diferentes
(Silva et al., 2007; Lopes, 2008). Os clados C1 e C2 incluiram os individuos
inicialmente considerados todos como Melipona sp. conforme Tabela 1. A
separacao do individuo de S&o Luis-MA em um clado diferente do clado que
inclui os demais individuos de Melipona sp. esta de acordo com a identificagcao
realizada pelo taxonomista Gabriel A.R. Melo que considerou 0 mesmo
pertencente a espécie M. flavolineata. Assim, com base nos resultados das
analises filogenéticas obtidas (Figura 2), na caracterizacdo morfoldgica
realizada pelo taxonomista para alguns individuos analisados neste estudo
(Tabela 3) e por estudos morfolégicos prévios de algumas destas abelhas
(Melo, 2003), os clados inicialmente nomeados de M. mondury e M. rufiventris
permaneceram com este nome e os clados C1 e C2 foram nomeados de
Melipona sp. e M. flavolineata respectivamente (Figura 3).

A arvore filogenética estimada mostra, também, que M. mondury é mais
proxima evolutivamente de M. rufiventris e que M. flavolineata é mais proxima
de Melipona sp. (Figura 4). Este resultado esta de acordo com Melo (2003) e
com Tavares et al. (2007), pois M. mondury e M. rufiventris que eram
consideradas da mesma espécie sdo agora consideradas espécies irmas.

Embora os haplétipos do clado M. rufiventris tenham sido incluidos em
um unico clado, o mesmo se mostrou variavel pelo fato de haver haplétipos
compartilhados entre as localidades desta regido. Como exemplo desta
variagao tem-se o haplétipo 1 que € compartilhado por quatro localidades, e a
existéncia de dois haplétipos (haplétipos 3 e 5) em uma mesma localidade
(Luziania-GO) (Tabela 2). Além disso, dois haplétipos (4 e 5) apareceram em
um ramo longo dentro do clado M. rufiventris. O transporte de colbénias desta e
de outras espécies meliferas entre as localidades amostradas poderia estar

contribuindo para esta variagao.
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Poderia se especular que os haplétipos 4 e 5 pertenceriam a uma
espécie diferente de M. rufiventris, relacionando-a ao conceito de espécie
criptica, que seriam aquelas que se diferenciaram reprodutivamente, mas nao
morfologicamente (Ridley, 2006), pois, como ja foi dito, a separagdo de
espécies do género Melipona por analise dos caracteres morfologicos € dificil
(Michener, 2000) e a identificagdo morfologica do taxonomista, que reconheceu
o individuo de Uberaba-MG (Haplotipo 4) como M. rufiventris. Mas o tamanho
relativamente grande desse ramo pode representar a existéncia de haplétipos
intermediarios entre os haplétipos 4 e 5, e o haplétipo 3 (haplétipo mais
proximo destes na arvore) que nao foram amostrados. Além disso, nas analises
filogenéticas feitas por Lopes (2008) utilizando apenas sequéncias parciais do
gene cytb, este ramo dentro do clado M. rufiventris ndo foi observado. De
qualquer forma, analises mais detalhadas utilizando uma amostragem maior ou
ainda outros genes poderao ajudar a esclarecer esta variagdo dentro do clado
M. rufiventris.

O clado Melipona sp. € um clado contendo uma espécie ainda nao
descrita dentro do complexo rufiventris, uma vez que individuos deste clado
foram reconhecidos pelo taxonomista como uma espécies nova, ainda nao
descrita (Tabela 3). Apesar disso, as analises moleculares realizadas
permitiram separar esta “nova”’ espécie das demais analisadas no presente
estudo. Da mesma forma, Lopes (2008) ao analisar filogeneticamente espécies
do complexo rufiventris que incluiu o individuo de Sao Luis-MA, também relatou
a formacgao de um clado contendo apenas este individuo e, por tanto, separado
das abelhas dos estados do Maranh&o, Ceard, Piaui e Tocantins. No presente
estudo, o clado Melipona sp. mostrou-se o mais diversificado quando
comparado com os outros. Esta maior diversificagcdo pode estar relacionada
com o fato dos individuos avaliados serem procedentes de diferentes estados
(Maranh&o, Tocantins, Piaui, Ceara e noroeste de Minas Gerais). Este
resultado esta de acordo com estudos realizados com base em microssatélites
(Silva et al., 2007) e analises filogenéticas (Lopes, 2008).

Como se observa na figura 4, o individuo de M. flavolineata comporta-se
como grupo irmao mais proximo de Melipona sp.. A proximidade geografica de
alguns espécimes de Melipona sp. do Maranh&o, do Piaui e Ceara com M.

flavolineata (Sao Luis-MA), pode estar contribuindo com a observada
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proximidade filogenética entre elas, ja que espécies com grande distribuicdo
geografica, como é o caso de Melipona sp., tendem a ser mais relacionadas
com espécies locais do que com outras semelhantes de localidades mais
distantes (Ridley, 2006). No entanto, este resultado deve ser interpretado com
cuidado, pois apenas um individuo de M. flavolineata foi utilizado nas analises.
Baseado em caracteres morfolégicos, M. flavolineata é incluida no complexo
rufiventris, com uma distribuigdo que abrange os estados do Para, Amazénia e
Tocantins, além do Maranh&o (Silveira et al., 2002). Analises com amostragem
representativa da area de ocorréncia de M. flavolineata poderao definir melhor
a relacao filogenética entre Melipona sp. e M. flavolineata, e destas com outras
espécies do complexo rufiventris.

Segundo Templenton et al. (1992), uma rede de haplétipos apresentaria
multifurcacdes, pois € esperado que hapldtipos ancestrais sofram varias
mutacdes, em tempo diferente, originando haplétipos descendentes. Também
se espera que haplétipos ancestrais e haplotipos descentes estejam presentes
em uma mesma rede, ja que seria extremamente improvavel que todos os
individuos do haplétipo ancestral tenham sofrido a mesma mutagao. Na rede,
os haplétipos de origem mais recente devem ser encontrados nas
extremidades, enquanto os haplétipos ancestrais seriam encontrados no
interior da rede. De acordo com a distribuicdo geografica, € esperado que
haplétipos ancestrais se apresentem geograficamente melhor distribuidos,
enquanto haplotipos recentes tenham distribuicdo mais restrita, visto que nao
teriam tido tempo suficiente para maior disperséo.

Considerando o relatado por Templenton et al. (1992), a rede de
haplétipos do grupo 1 mostra que o haplétipo 11, detectado em M. flavolineata,
esta mais na extremidade da rede, por tanto, ele seria um haplétipo de origem
mais recente que os outros haplétipos. Assim, como os haplétipos 6, 7 e 8 e 0
haplétipo 17 que formam grupos relacionados com a distribuicdo geografica, se
localizam mais a extremidade da rede, os mesmos, também, seriam haplotipos
descendentes. Ja os haplétipos 9, 10, 12, 13, 14, 15 e 16, que estdo melhores
distribuidos geograficamente e se localizam mais ao centro da rede, seriam os
haplétipos ancestrais. Por tanto, pode-se sugerir que o ancestral do grupo 1

viveu na regidao entre os estados do Maranhao, Piaui e Ceara, estados estes
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onde se encontram os haplétipos ancestrais (haplétipos 9 e 10, 12 a 16)
(Figura 5).

A descontinuidade na distribuicdo de um taxon, como ocorre na
populacdo de Melipona sp., formando duas populagdes estruturadas
geograficamente (populacdo formada pelo haplétipo 17 e populagdo formada
pelos haplétipos 6, 7 e 8) € chamada disjungao geografica, onde as populagdes
proximamente relacionadas sao separadas por grandes distancias geograficas.
Este fenbmeno envolve eventos de vicariancia ou de dispersdo a longa
distancia (Silveira et al., 2002).

Se o evento de separacdo das populagcdes de Melipona sp. desta
espécie e M. flavolineata foi de vicariancia ou de dispersdo n&o é possivel
inferir, pois a data desta separacdo nao foi possivel estimar, uma vez que os
genes utilizados neste trabalho ndo estavam calibrados para o reldgio
molecular em abelhas. Mas pode-se sugerir que houve, em dado momento da
historia evolutiva dessas abelhas, a separacdo de M. flavolineata e Melipona
sp. e desta ultima em duas populagdes, uma a sudoeste (Hap 17) e outra ao
sul (Hap 6, 7 e 8). Ressalta-se que este resultado deve ser visto com cuidado,
pelo fato de poucas amostras terem sido utilizadas nas analises.

A rede de haplétipos relativa ao grupo 2, formado por abelhas M.
mondury e M. rufiventris estd de acordo com os resultados das analises
filogenéticas que mostram a separagdo de M. mondury e M. rufiventris em
clados diferentes (Figura 3). A separacao destas duas espécies em dois clados
distintos é suportada por estudos empregando caracteres morfolégicos (Melo,
2003) e moleculares (Tavares et al., 2007).

Um resultado que chama atengédo na rede de haplétipos do grupo 2
(Figura 6B) € o de que os haploétipos 4 e 5 identificados em M. rufiventris estao
separados por dezessete passos mutacionais dos haplétipos 1 e 3, separacao
esta que nao foi observada na rede de haplétipos resultante das analises feitas
por Lopes (2008). Considerando que as abelhas com haplétipos 3 e 5 foram
amostradas em localidades proximas, da mesma forma que as abelhas com
hapldtipos 4 e 1 (Figura 6A) esta grande divergéncia ndo sugere que 0s
haplétipos 4 e 5 constituem uma populacdo de M. rufiventris isolada
geograficamente. Assim como o ramo longo da arvore filogenética (Figura 3),

os dezessetes passos mutacionais que separa os haplétipos 4 e 5 dos demais
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haplétipo de M. rufiventris na rede de haplétipos levam a acreditar na existéncia
de uma espécie criptica. Mas como ja dito, € possivel que esta divergéncia seja
em fungdo do transporte de colénias de M. rufiventris entre as localidades
amostradas, além do baixo numero de amostras. Por tanto, apesar da
proximidade geografica entre os individuos de M. rufiventris analisados, o que
esta influenciando a separacédo destes dois hapldtipos (hapldtipos 4 e 5)
observando a rede de hapldétipos, ndo é possivel definir ao certo. Da mesma
forma, ndo é compreensivel a separagao do haplétipo 2, de Patos de Minas-
MG, que esta separado por pelo menos quatro passos mutacionais dos demais
haplétipos de M. rufiventris (figura 6). Estudos mais detalhados, que utilizem
outros genes bem como uma amostragem representativa da regido de
ocorréncia de M. rufiventris, poderdo resultar em dados que permitam
inferéncias sobre o que pode estar influenciando estas variacbes e sobre a
existéncia ou ndo de uma espécie diferente de M. rufiventris.

Ainda analisando a rede do grupo 2 segundo Templenton et al. (1992),
como os haplétipos 4, 5, 18 e 19 estdo nas extremidades da rede, sugere-se
que os mesmos tenham surgidos mais recentemente que os haplétipos 1, 2 e
3, que estao ao centro. Por tanto, a origem de M. mondury (haplétipos 18 e 19)
estaria em alguma regido préxima ao oeste de Minas Gerais e Goias (Figura 6).
Observa-se que a populacédo formada pelos haplétipos 4 e 5 ndo se separou
das demais M. rufiventris analisas por uma barreira geografica, uma vez que
elas sdo proximas geograficamente, além de pertencerem a uma mesma
localidade, como € caso dos hapldtipos 3 e 5 que pertencem a Luziania-GO.

Como ja mencionado, ndo é possivel inferir a data nem o evento de
separagao de M. mondury e M. rufiventris uma vez que os genes utilizados
neste trabalho n&o estao calibrados para o relégio molecular. Porém relatos de
estudos anteriores sugerem que a data para separagédo destas duas espécies
seria a mesma da formacao dos biomas Mata Atlantica e Cerrado, uma vez que
M. mondury é encontrada apenas em areas de mata e M. rufiventris em areas
de cerrado (Melo, 2003; Tavares et al., 2007).

Embora o presente estudo tenha contribuido com dados que possam ser
utilizados para o entendimento das relag¢des filogenéticas e historia evolutiva da
possivel nova espécie do complexo rufiventris e a relacdo desta com suas

especies irmas, os resultados obtidos apresentam limitagcdes, e determinadas
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inferéncias ndo podem ser feitas. Uma alternativa seria aumentar a
amostragem em estudos futuros. Investimentos em coletas nas areas de
ocorréncia das abelhas do complexo rufiventris devem ser realizados. Analises
filogenéticas com uma amostragem maior, juntamente com a utilizacdo de
outros genes, poderao resultar em outros dados que contribuirdo para ampliar
0 conhecimento a cerca da taxonomia, biogeografia e historia evolutiva desta
“nova” espécie bem como para o complexo rufiventris em geral.

Os resultados deste estudo representam um avanco em relagdo ao
conhecimento a cerca de Melipona sp. e do complexo rufiventris como um todo.
No entanto, € necessario continuar estudando este grupo de abelhas com uma
amostragem maior e com analise de outros genes, de preferéncia que estejam
calibrados para o relégio molecular.

O estudo realizado apresenta informacdes que certamente contribuirdo
em futuros estudos visando obter conhecimentos relativos a filogenia,
taxonomia, biogeografia e historia evolutiva de Melipona sp., bem como do

complexo rufiventris em geral.
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CONCLUSOES

A filogenia das espécies do complexo rufiventris avaliadas neste estudo
mostra consideravel divergéncia genética entre elas visto a divisdo das
mesmas em quatro clados bem definidos.

Dentre as abelhas do complexo rufiventris avaliadas ha uma espécie
ainda ndo descrita (Melipona sp.) a qual apresenta uma distribuicdo ampla,
indo do noroeste de Minas Gerais, passando pelo estado do Tocantins até os
estados do Maranhao, Piaui e Ceara.

O ancestral do grupo Melipona sp. € M. flavolineata pode ter vivido em
regiao entre os estados do Maranhao, Piaui e Ceara.

Apesar da proximidade geografica entre os individuos de M. rufiventris
analisados, parece haver algum evento influenciando a separagao dos

haplétipos detectados em M. rufiventris dentro da area de amostragem.
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