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RESUMO

RESENDE, Helder Canto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, junho
de 2012. Filogeografia e conservacédo de Melipona capixaba Moure e
Camargo, 1994 e Melipona scutellaris Latreille, 1811, e biogeografia
do género Melipona llliger, 1806 (Hymenoptera: Apidae). Orientador:
Lucio Antonio de Oliveira Campos. Coorientadores: Karla Suemy
Clemente Yotoko e Mara Garcia Tavares

A abelha sem ferrao Melipona capixaba Moure e Camargo, 1994, a urugu-
capixaba, é endémica da Mata Atlantica brasileira e esta ameacgada de
extingdo. Sua distribuicdo geografica é conhecida apenas em areas de
altitude do estado do Espirito Santo. Melipona scutellaris Latreille, 1811, a
urugcu nordestina, tem sido considerada como presumivelmente
ameacgada de extingdo devido a reducdo de sua area de ocorréncia
natural. A espécie ocorre na Mata Atlantica entre os estados da Bahia ao
Rio Grande do Norte. O presente trabalho teve por objetivo determinar a
area de ocorréncia geografica da espécie M. capixaba, inferir as relagdes
filogenéticas e filogeograficas entre M. capixaba e M. scutellaris, estudar
um caso de hibridacdo entre essas abelhas e apresentar uma hipotese
sobre a historia biogeografica do género Melipona llliger, 1806
(Hymenoptera: Apidae). Os resultados obtidos indicam que a espécie M.
capixaba ocorre apenas no estado do Espirito Santo em altitudes entre
800 e 1200 metros, com temperaturas medias anuais em torno de 18-
23°C e cobertura vegetal do tipo Floresta Ombroéfila Densa e Floresta
Ombrofila Aberta, restrita a uma area de aproximadamente 3450Km?,
possivelmente a menor distribuicdo geografica conhecida entre as
abelhas sem ferrdo. As espécies M. capixaba e M. scutellaris sao
espécies irmas como demonstra as arvores filogenéticas reconstruidas
com base em sequéncias mitocondriais € nucleares. O atual padrao de
diversidade genética dessas espécies deve ser explicado por eventos
historicos de vicaridancia na Mata Atlantica. A hibridacdo entre essas
abelhas foi confirmada e os resultados demonstram que machos de M.
scutellaris sdo capazes de fecundar rainhas de M. capixaba, gerando

hibridos férteis. Por isso, deve-se impedir a introdu¢ao de colénias de M.
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scutellaris na area de ocorréncia da espécie ameacada M. capixaba. A
histéria biogeografica do género Melipona deve ser explicada por
processos histéricos de expansdo geografica e vicaridncia deste o
Mioceno e Plioceno, até processos mais recentes de vicaridncia, no
Pleistoceno, em diferentes ambientes da América do Sul, América Central
e México. Assim, as relacbes filogenéticas e biogeograficas entre as
espécies do género Melipona oferecem interessante perspectiva de

estudo para o entendimento da historia biogeografica Neotropical.
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ABSTRACT

RESENDE, Helder Canto, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, June,
2012. Phylogeography and conservation of Melipona capixaba Moure
and Camargo, 1994 and Melipona scutellaris Latreille, 1811, and
biogeography of the genus Melipona llliger, 1806 (Hymenoptera:
Apidae). Adviser: Lucio Antonio de Oliveira Campos. Co-advisers: Karla
Suemy Clemente Yotoko and Mara Garcia Tavares.

The stingless bee Melipona capixaba Moure and Camargo, 1994, the
"urugu-capixaba" is endemic to the Brazilian Atlantic Forest and is
threatened with extinction. Their geographical distribution is known only in
high altitude areas of the state of Espirito Santo. Melipona scutellaris
Latreille, 1811, the "urucu-nordestina", has been considered as
presumably threatened with extinction due to the reduction of its area of
natural occurrence. The species occurs in the Atlantic Forest between the
states of Bahia and Rio Grande do Norte. This study aimed to determine
the geographic area of occurrence of the species M. capixaba, infer the
phylogenetic and phylogeographic relationships between M. capixaba and
M. scutellaris, study a case of hybridization between these bees and
present a hypothesis about the biogeographic history of the genus
Melipona llliger, 1806 (Hymenoptera: Apidae). The results indicate that the
species M. capixaba occurs only in the state of the Espirito Santo, Brazil
at altitudes between 800 and 1200 meters, with average annual
temperatures around 18-23° C, and vegetation type ombrophilous dense
Atlantic Forest and open ambrophilous forest, restricted to an area of
approximately 3,450 Km?, possibly the smallest known geographical
distribution among the stingless bees. M. capixaba and M. scutellaris are
sisters species as demonstrated by reconstructed phylogenetic trees
based on nuclear and mitochondrial sequences. The current pattern of
genetic diversity of these species must be explained by historical
vicariance events in the Atlantic Florest. The hybridization between these
bees was confirmed and the results show that male M. scutellaris are able
to fertilize the queens of M. capixaba, creating fertile hybrids. Therefore,

we must prevent the introduction of colonies of M. scutellaris in the area of
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occurrence of threatened species M. capixaba. The biogeographic history
of the genus Melipona be explained by historical processes of expansion
and vicariance of the Miocene and Pliocene, to more recent cases of
vicariance in the Pleistocene, in different environments of South America
and Central America. Thus, the phylogenetic and biogeographic
relationships among species of the genus Melipona study offers
interesting perspective for understanding the biogeographic history

Neotropical.
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INTRODUCAO GERAL

Melipona capixaba Moure e Camargo (1994) € uma abelha sem ferrdo
(Apidae: Meliponini) de porte relativamente grande (operarias de 11mm) com
registros de ocorréncia conhecidos, até entdo, apenas para as regides de
altitudes elevadas no entorno da localidade de Aracé, municipio de Domingos
Martins, ES. Essa talvez seja a menor distribuicdo conhecida entre as abelhas
sem ferrdo (Melo, 1996). Apesar de estar incluida na lista vermelha da fauna
brasileira ameagada de extingao, justificando conhecimentos mais amplos para
sua preservagao, pouco ainda se sabe sobre sua area de distribuicdo
geografica atual, as condigbes em que se encontram as possiveis populag¢des
remanescentes, a histéria evolutiva da espécie, os desafios e perspectivas para
a conservacgao da espécie. Este trabalho busca sanar um pouco da lacuna de

conhecimentos sobre a espécie M. capixaba.

Os dados estao apresentados em quatro capitulos. O primeiro capitulo
discorre sobre a distribuicdo geografica da espécie com base na mais ampla
amostragem ja realizada desde sua descoberta e faz consideragdes sobre o
seu atual estado de conservacédo. O segundo capitulo trata sobre as relagdes
filogenéticas intra e interespecificas entre M. capixaba, M. scutellaris e
espécies da apifauna amazoénica. O capitulo dois também aborda a diversidade
genética das populagdes remanescentes, apresentando possiveis genotipos a
serem considerados para a formacdo de populacdes de conservacido e
reintroducéo em areas protegidas. O terceiro capitulo € um estudo de caso, o
segundo registro de ocorréncia de hibridacdo entre as espécies M. capixaba e
M. scutellaris, que verificamos a partir de sequéncias de DNA mitocondrial e
nuclear, e traz consideragdes acerca das consequéncias da introducdo de M.
scutellaris na area de ocorréncia de M. capixaba. O quarto capitulo trata sobre
a biogeografia do género Melipona e os processos de expansao populacional e
vicariancia que marcaram a histéria evolutiva do género nas Américas do Sul e

Central.



Historico dos estudos com Melipona capixaba

Moure e Camargo (1994) descreveram a espécie M. capixaba
relacionando-a com grupos da apifauna amazdnica e, mais particularmente a
especie M. scutellaris do nordeste brasileiro. Gabriel A. Rodrigues de Melo,
atualmente professor da Universidade Federal do Parana, foi o primeiro a
coletar informacdes sobre esta abelha em 1992, sendo considerado seu
descobridor. Suas observagdes foram publicadas em Melo (1996) onde o autor
descreve a arquitetura dos ninhos, registra o primeiro caso de associagéo entre
Milichiidae (Diptera) e abelhas sem ferrdo, faz consideracbes acerca da
distribuicdo geografica da espécie e relata as primeiras informagdes sobre
criacao da abelha por meliponicultores locais. Como o préprio autor destaca a
distribuicdo restrita as adjacéncias de Aracé (Pedra Azul), Domingos Martins
precisavam ser confirmadas por coletadas adicionais, uma vez que o autor

trabalhou com 17 colénias todas da mesma regidao (Melo, 1996).

Entre os anos de 1994 e 1996, Vania Alves do Nascimento, atualmente
professora da Fundagao Educacional de ltuiutaba/Universidade do Estado de
Minas Gerais, realizou seu trabalho de Mestrado sob orientacdo do professor
Warnick E. Kerr. Foram estudados aspectos biolégicos, ecoldgicos e genéticos
da M. capixaba iniciando um programa de ampliagdo do numero de coldnias da
espécie ensinando aos criadores da regiao de Domingos Martins métodos de

divisio de coldnias.

Nascimento (1996) verificou que a espécie M. capixaba também ocorria
nos municipios de Conceigdo do Castelo, Venda Nova do Imigrante e Afonso
Claudio, além de Domingos Martins. A autora sugeriu a ocorréncia entre 700 e
1000 metros de altitude, nao ficando claro se tais dados foram obtidos a partir
de amostras de colbnias naturais ou de colénias manipuladas em meliponarios.
A autora ainda relatou o primeiro caso de hibridacdo entre as abelhas M.

capixaba e M. scutellaris (Nascimento et al. 2000).

Das 53 coldnias formadas por divisdo por Nascimento (1996) 26 colénias
nao sobreviveram, sendo que destas, 38,46% morreram por incapacidade de
formar rainha apdés a divisdo, 19,23% por troca natural de rainha, 11,54%

morreram por ataque de forideos, 7,69% por ataques de formigas, 7,69% por
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saque, e 15,39% morreram por causas desconhecidas (Nascimento, 1996). O
programa de multiplicagdo de coldnias iniciado pela equipe do prof. Kerr foi
encerrado com a conclusdo do mestrado da professora Vania e, como
verificado em minhas expedicbes de coleta em 2007, outras colénias nao
sobreviveram por falta de orientacdo técnica e cuidados adequados e apenas
um criador do municipio de Venda Nova do Imigrante multiplica suas col6nias

com consideravel sucesso.

Em maio de 2003, o Ministério do Meio Ambiente, através da Lista de
Espécies da Fauna Brasileira Ameacada de Extingdo (Instrugdo Normativa n°
3, de 27 de maio de 2003) considerou a espécie M. capixaba como ameacgada
de extingdo. O Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameagada de Extingao traz
informagdes acerca das principais ameagas e estratégias de conservacgéo

recomendadas no caso da M. capixaba (Silveira et al., 2008).

A partir de 2007, eu e o técnico Iris Stanciola da Universidade Federal de
Vigosa iniciamos o trabalho de coleta e pesquisa na area de ocorréncia da
espécie, em colaboragao com a professora Tania M. Fernandes Salomao em
seu projeto "Subsidios bioldgicos e moleculares para a preservagdo de
Melipona capixaba (Hymenoptera: Apidae)". Durante os anos de 2007 a 2009
realizei cinco expedi¢des de coleta de 10 a 12 dias de duragao cada uma, para
coletarmos informacbes acerca da M. capixaba, seus criadores e obter
amostras para analises de poélen, do mel e de DNA. As amostras obtidas foram
utilizadas nos trabalhos de trés dissertacbes de mestrado e dois trabalhos de
iniciacao cientifica que estimaram a variabilidade genética da espécie por meio
de marcadores moleculares ISSR, RFLP, Microssatélites e sequenciamento de

DNA, além de analises de pdlen e mel.

Em 2008, sob a orientacdo do professor Lucio A. O. Campos, iniciei o
doutoramento com a proposta de estudar a genética e a evolugdo da espécie
M. capixaba, visando a sua conservacgao. Dois artigos foram publicados nesse

periodo como resultados de nossas primeiras coletas.

No primeiro (Resende et al. 2008) relatamos o primeiro registro da
visitagdo de orquideas pela abelha M. capixaba. Orquideas sdo comumente

visitadas por abelhas da tribo Euglossini, mas também s&o visitadas por
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diferentes abelhas da tribo Meliponini (por exemplo Roubik, 2000; Singer 2002).
Este novo registro apresenta um interessante caso a ser investigado devido a
rica flora de orquideas presente na Mata Atlantica, muitas delas endémicas e
também ameacadas de extincdo. A Lista de Espécies Ameacadas de Extingao
no Espirito Santo (Espirito Santo, Decreto n°1.499, 14 de junho de 2005) cita
205 espécie de Orquidaceae ameagadas, oito destas representantes do género
Maxillaria e duas do género Xylobium. Tais géneros foram identificados como
possiveis flores visitadas por M. capixaba em nosso trabalho (Resende et al.
2008).

No segundo artigo (Luz et al. 2011) as coletas de pdlen em colmeias de
M. capixaba permitiram a professor Cynthia F. P. da Luz, do Instituto de
Botanica de Sao Paulo, identificar 33 tipos polinicos utilizados como fonte de
alimento para M. capixaba sendo reconhecidos 23 géneros de 15 familias de
plantas visitadas. Esse trabalho representa um importante passo para futuros
programas de preservagao, oferecendo uma lista de espécies a serem
utilizadas em casos de reflorestamento e enriquecimento da flora apicola para
M. capixaba.

Outros dois artigos sobre a variabilidade genética e sobre analises fisico-
quimicas do mel de M. capixaba estdo em vias de publicagdo. Novas
publicacbes devem ser apresentadas em breve por Bruna D. V. Serra. Durante
seu doutoramento em Entomologia pela Universidade Federal de Vigosa sob
orientagao do Prof. Lucio A. O. Campos, Bruna residiu nos ultimos anos de sua
tese na regido de ocorréncia da M. capixaba e desenvolveu seu trabalho sobre

a biologia e o manejo da espécie.
Contribuicfes e perspectivas

Com o presente trabalho pretende-se estimar a area de distribuicdo
geografica de ocorréncia das populagcdes remanescentes da espécie
ameacgada M. capixaba, elaborar hipdteses sobre a historia evolutiva das
espécies M. capixaba e M. scutellaris que possam explicar o atual padrao de
distribuicdo geografica e diversidade genética destas abelhas e apresentar

hipétese sobre a  histéria  biogeografica do género  Melipona.
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CAPITULO 1. DISTRIBUICAO GEOGRAFICA, MANEJO E
CONSERVACAO DA ABELHA SEM FERRAO Melipona capixaba
(Hymenoptera: Apidae)

1. RESUMO

A abelha sem ferrdo Melipona capixaba Moure e Camargo, 1994 é
endémica da Mata Atlantica brasileira, ocorre de forma restrita em regides de
altitude do estado do Espirito Santo, possivelmente a menor distribuicdo
geografica conhecida entre as abelhas sem ferrdo e é considerada como
ameacada de extingdo. Talvez devido a sua pequena area de ocorréncia,
talvez porque sua descoberta tenha se realizado ha apenas duas décadas,
pouco ainda se conhece a respeito da biologia da espécie, sua distribuicdo
geografica atual e as reais condigbes de sua conservagao. Apresentamos aqui
os resultados obtidos a partir da maior amostragem de M. capixaba ja realizada
em seu local de ocorréncia natural. Elaboramos um mapa de distribuicdo
utilizando sistema de informagédo geografica. Nossos dados indicam que a
espécie M. capixaba ocorre em municipios do estado do Espirito Santo em
altitudes entre 800 e 1200 metros, com temperaturas médias anuais em torno
de 18-23°C e cobertura vegetal do tipo Floresta Ombréfila Densa ou Aberta,
restrita a uma area de aproximadamente 3450Km?. Outras areas similares
podem ser encontradas nos limites do estado de Minas Gerais e Espirito Santo
sugerindo possiveis areas para a ocorréncia natural ou para o manejo de
populacdes de conservacido da espécie. Verificamos as condigdes de
manutengdo das coldnias tanto em seu habitat natural como em condigbes de
manutencdo ex situ e identificamos as principais ameacgas e as perspectivas
para a conservagao da espécie. Discutimos os aspectos legais e as
complicagdes relativas ao manejo de fauna silvestre ameagada de extingdo no
Brasil e apresentamos algumas sugestdes para um futuro plano de manejo da

especie.



2. INTRODUCAO

A Mata Atlantica, um dos biomas mais ameacgados do planeta, se
estende ao longo da costa atlantica brasileira e também em areas da Argentina
e do Paraguai em sua porgao sudeste e sul. De acordo com o Mapa da Area de
Aplicagédo da Lei n° 11.428 de 2006 (IBGE, 2008) a extensédo original da Mata
Atlantica Brasileira era de 1.315.460 Km? cobrindo cerca de 15% do territério
nacional em 17 estados da federacdo. Atualmente estima-se que os
remanescentes da Mata Atlantica representem menos de 8% da sua area
original (Fundagdo SOS Mata Atlantica e INPE, 2010). A perda de habitat tem
como consequéncia direta a reducdo populacional, extingdes locais,
fragmentacdo do habitat com isolamento das populacbes remanescentes,

tornando as espécies vulneraveis a extingao.

Com 100% de sua area dentro do Bioma Mata Atléantica, o estado do
Espirito Santo € um dos espacos mais criticamente ameagados do territorio
brasileiro. Sdo consideradas ameacadas de extincdo 959 espécies da fauna e
flora do estado do Espirito Santo, destas, 240 espécies (66 fauna e 174 flora)
estdo criticamente ameacgadas (segundo classificagdo IUCN, 2001), 254 em
perigo (38 fauna e 216 flora) e 456 vulneraveis (131 fauna e 334 flora) sendo

que outras 40 ja sdo consideradas extintas na Natureza (Espirito Santo, 2005).

E neste hotspot de biodiversidade que ocorre de forma endémica a
abelha sem ferrdo Melipona capixaba Moure e Camargo, 1994, unica abelha
social incluida na Lista de Espécies da Fauna Brasileira Ameagada de Extingao
(BRASIL, 2003). A espécie foi classificada na categoria Vulneravel' sendo
consideradas como principais ameagas o intenso desmatamento em sua regiéo
de ocorréncia que fragmenta e isola as populagbes, reduz as fontes de
alimento e nidificagao dificultando a sobrevivéncia e a reprodug¢ao das colbnias

em sua area de distribuigdo (Silveira et al. 2008).

! Categoria VULNERAVEL - VU-B1ab(iii): tdxon que enfrenta alto risco de extingdo na
natureza. Distribuicdo geografica cuja extensdo de ocorréncia estimada €& menor que
20.000km?, severamente fragmentada ou com distribuigdo conhecida em ndo mais que dez
localidades. Declinio continuo observado, inferido ou projetado em sua area, extensao e/ou
qualidade do habitat (Machado et al. 2008)
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Melipona capixaba (Fig. 1) € uma abelha robusta de porte relativamente
grande, 11mm para as operarias, de pilosidade intensa com predominancia de
pelos fulvo-palidos e negros, integumento do mesonoto muito liso e brilhante,
integumento do metasoma também negro e faixas pré-marginais dos tergos

metassomaticos quase nulas (Moure e Camargo, 1994).

Figura 1. Melipona (Michmelia) capixaba Moure & Camargo (1994). a)

Operarias; b) discos de cria; c) estrutura do ninho; d) uma coldnia nativa de M.
capixaba (seta indica entrada do ninho); e) uma rainha fisogastrica; f) potes de
mel e polen em corte; g) detalhe da estrutura trabalhada na entrada do ninho;

h) mel extraido.



Os estudos com a abelha M. capixaba comegaram em 1992, portanto ha
apenas duas décadas. Melo (1996) apresentou os resultados da primeira
observacdo a respeito da espécie em sua area de ocorréncia natural,
verificando que a estrutura dos ninhos é similar a outros ninhos de abelhas do
género Melipona, construidos em ocos de arvores, com entradas variando
desde muito simples a estruturas muito elaboradas. O autor fez consideragdes
sobre a biologia da espécie, sua distribuigdo geografica e registrou como

pratica comum a criagdo da abelha na regiao.

A espécie é popularmente conhecida como "urugu-negra" ou "urugu-
preta". As vezes é também conhecida por "pé-de-pau", embora a entrada do
ninho natural possa ocorrer a mais de dois metros de altura. Tal nome também
eé utilizado na regido para designar a espécie M. bicolor. M. capixaba também é
popularmente chamada de "urugu-das-terras-frias", nome dado nas regides
mais baixas do estado do Espirito Santo, em referéncia a sua ocorréncia nas
terras frias, mais altas. Outro nome comum é "urugu-capixaba" em referéncia
ao seu endemismo. Ouvimos pela primeira vez o nome urugu-capixaba do
senhor Luiz Fabio Feitoza Caliman, meliponicultor de Venda Nova do
Imigrante(ES) e damos a ele o crédito da expressdo. O nome popular até entao
mais utilizado € urugu-preta. No entanto, em algumas localidades do Espirito
Santo, o nome urugu-preta também é utilizado para designar a espécie M.
quadrifasciata. Por isso, optamos por utilizar o nome "urugu-capixaba" com a

intenc&o de popularizar o termo e valorizar sua regionalidade.

A distribuicdo geografica da urugu-capixaba ainda nao foi bem
estabelecida. Melo (1996) verificou sua distribuicdo restrita a uma pequena
area no entorno da localidade de Aracé, municipio de Domingos Martins(ES),
ocorrendo apenas em regibes mais altas dessa localidade (900-1000m).
Silveira (2008) citou espécimes capturados no municipio de Santa Teresa(ES),
bem como informagbes da possivel ocorréncia no municipio de Alegre(ES).
Nascimento (1996) verificou a ocorréncia de colbnias de urugu-capixaba nos
municipios de Conceigdo do Castelo(ES), Venda Nova do Imigrante(ES) e
Afonso Claudio(ES), em regides entre 700 e 1000 metros de altitude. Todos os

registros publicados citam as regides de altitude do Espirito Santo, em areas no



entorno de Domingos Martins(ES), possivelmente a menor distribuicdo

conhecida entre as abelhas sem ferrdo, como ja sugerido por Melo (1996).

Apresentamos aqui os resultados obtidos a partir da maior amostragem
de M. capixaba ja realizada em seu local de ocorréncia natural. Nosso objetivo
foi confirmar a area de distribuigdo geografica atual da espécie, definir uma
area estimada de ocorréncia e sugerir areas potenciais para 0 manejo e
conservacgao, verificar as condigdes de manutengao das colénias tanto em seu
habitat natural como em condigcbes de manutengdo ex situ (criagdo em
meliponarios), identificar as principais ameagas e as perspectivas para a
conservagao da espécie. Sugerimos com isso algumas acgdes importantes para

futuras estratégias de conservagao da urugu-capixaba.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram realizadas cinco expedicdes de coleta, com duracdes entre 10 a
15 dias cada expedicao, entre os anos de 2007-2009. Além das expedi¢des de
coleta mantivemos contato frequente com outros pesquisadores e criadores da
urugu-capixaba coletando informacdes sobre a ocorréncia natural e
manutencdo da espécie. As expedicbes de coleta tiveram como foco as
colénias naturais ou aquelas mantidas proximas as suas areas de coleta, com
incursbes em matas nativas somente nos casos onde a localizagao da colbnia
era conhecida por um guia local. Além disso, levantamos as colénias mantidas

em meliponarios na area de ocorréncia geografica conhecida e fora dela.

Cada coloénia amostrada foi catalogada e sua posicado geografica
identificada por meio do sistema de posicionamento global (GPS) utilizando-se
o aparelho GPS Garmim® GPSMAP 76CSX. Os dados foram importados para

o software ARCGis ESRI® 9.3 onde as analises espaciais foram realizadas.

Para as analises espaciais foram utilizados Shapefiles disponiveis em
bancos de dados de acesso livre. Foram utilizados os shapefiles de elevagao
digital do programa ASTER GDEM (METI e NASA) disponiveis em
<http://www.gdem.aster.ersdac.or.jp/>; shapefiles de limites fisicos dos
municipios e estados da federagao brasileira, disponiveis no site do IBGE
<http://www.ibge.gov.br/home/download/geociencias.shtm>; shapefiles sobre a
vegetacdo da Mata Atlantica e areas de conservagao disponiveis no site do
MMA - Ministério do Meio Ambiente <http://mapas.mma.gov.br/i3geo/
datadownload.htm>; e IBAMA - Instituto Brasileiro de Meio Ambiente
<http://[siscom.ibama.gov.br/shapes/>;, e os shapefiles de Remanescentes
Florestais da Mata Atlantica disponibilizados pela Fundacdo SOS Mata
Atlantica e INPE - |Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais em

<http://mapas.sosma.org.br/dados/>.

Para gerar o mapa de contornos utilizados na delimitacdo de areas
considerando as cotas altimetricas foram gerados mapas de curvas de nivel a
partir do shapefile de elevacéo digital ASTER GDEM, definindo os contornos
pelo método de Surface Analysis implementada no ARCGis ESRI® 9.3.
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Para gerar o mapa interpolado de temperatura foram utilizados os dados
de séries historicas de 30 anos (1977-2006) obtidos de 110 estagdes
climatolégicas localizadas no estado do Espirito Santo e estados vizinhos,
gentilmente cedidos por Rodrigo Bettim Bergamaschi, especialista em
Geoprocessamento Aplicado ao Planejamento, membro da Coordenacgao de
Geoprocessamento do Instituto Jones dos Santos Neves, Vitoria/ES. Para a
espacializacdo da variavel temperatura foi utilizado o método de Krigagem
Esférica implementado no ARCGis ESRI® 9.3, considerando as variaveis de

temperaturas médias anuais na série historica.

Os mapas de contorno, de espacializacdo das temperaturas e de
vegetacao foram comparados e as areas com intersecao dessas trés variaveis
foram consideradas na delimitacdo da area estimada de ocorréncia da espécie
M. capixaba. Para o calculo de extensdo das areas delimitadas foram
considerados os calculos de area de poligonos irregulares implementado pela
ferramenta de calculo geométrico do ARCGis ESRI® 9.3, utilizando os sistema
de coordenadas projetadas SAD 1969 UTM Zone 24S, considerando

quildbmetros quadrados como unidade de calculo de area.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Distribuicdo Geogréfica

Registramos ocorréncia de 177 colénias de M. capixaba em 58 pontos
amostrais em 12 municipios do estado do Espirito Santo (Figura 2; Tabela1 do
Anexo). Em dez municipios, a espécie ocorre em matas nativas ou sao
mantidas em areas proximas ao local onde foram coletadas: Afonso Claudio,
Alfredo Chaves, Brejetuba, Castelo, Conceigdo do Castelo, Domingos Martins,
Marechal Floriano, Vargem Alta, Venda Nova do Imigrante e Santa Maria de
Jetiba. Também verificamos a presenca de colbnias nos municipios de Divino
de Sao Lourengo e Santa Teresa, mas nestes ndo obtivemos informacdes de
ocorréncia natural e as colénias observadas ali foram introduzidas, sendo sua
origem o municipio de Venda Nova do Imigrante e Santa Maria de Jetiba,

respectivamente.

No municipio de Divino de Sdo Lourengco ha apenas uma informagao
nao confirmada de um antigo criador de abelhas na regido que possuia
coloénias de uma abelha grande e negra que produzia bastante mel (Jodo Luiz
Santos, meliponicultor, comunicagédo pessoal). Tal informagao ainda nao pode
ser confirmada. No municipio de Santa Teresa, apesar de nao termos
verificado a ocorréncia natural da espécie, informacdes de Silveira et al. (2008)
e outros criadores relatam a sua ocorréncia no municipio. E possivel que a
espécie ocorra em areas restritas neste local e por isso a dificuldade de

verifica-la.

De qualquer forma, considerando a manipulagdo humana, mesmo que
se encontre atualmente na natureza colbnias de urugu-capixaba, ndo sera
possivel definir se a espécie ocorria originalmente nestes locais ou se as
colénias na natureza sao resultado de enxameamento e ocupagao a partir das
colénias que foram introduzidas pelos criadores. Consideraremos neste estudo
como area de distribuicdo atual os locais onde a espécie ocorre naturalmente

ou onde haja informagdes de coleta ou ocorréncia de ninhos naturais.
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Figura 2. Mapa dos 58 locais de coleta das 177 colbnias observadas em 12

municipios do estado do Espirito Santo. Os circulos representam colbénias

nativas ou proximas a sua area de ocorréncia natural. As estrelas representam

coldénias introduzidas, oriundas de outras localidades.
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Nas 177 colbnias contabilizadas n&o incluimos 60 colénias obtidas por
divisbes realizadas pelo meliponicultor Luiz Fabio Feitoza Caliman, do
municipio de Venda Nova do Imigrante(ES). Tal meliponiclutor conta
atualmente com mais de 60 colénias de urugu capixaba manejadas em
colméias racionais, resultantes da divisdo de col6nias (Caliman, 2008). Como
relatado por ele, suas colbnias originais eram trés e optamos por contabilizar

na amostragem geral apenas as trés matrizes.

4.2. Distribuicdo geogréfica em relagéo a altitude

Colbnias naturais de M. capixaba, isto € em matas nativas, foram
observadas em altitude minima de 882 m e maxima de 1155 m (Tabela 1). Em
regides com altitudes entre 800 m e 1200 m foram observadas tanto col6nias
naturais como coldénias manejadas. Em regidées com altitudes entre 600 m e
800 m foram observadas apenas colénias manejadas. Nao ha dados da
ocorréncia natural ou manejo de colénias em regides acima de 1200 m e
abaixo de 600 m (Figura 3).

Tabela 1 Altitudes minimas e maximas de ocorréncia da Melipona capixaba

observadas neste estudo.

Altitudes minimas e maximas das coldnias

amostradas Altitude (m)
menor altitude entre as colbnias nativas 882
maior altitude entre as col6nias nativas 1155
menor altitude entre as coldnias manejadas 612
maior altitude entre as colénias manejadas 1180

Melo (1996) estabelece as cotas de 900-1000 m como altitudes de
ocorréncia da espécie. Nascimento (1996) cita a ocorréncia entre 700 e 1000
metros. No entanto, devido as caracteristicas de seu estudo, € possivel que a

autora tenha observado apenas colbnias manejadas por criadores.
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Figura 3. Mapa de elevacéo digital para area de ocorréncia da Melipona
capixaba, indicando os pontos de coleta e as altitudes com base no Modelo
Digital de Elevacdo Global - GDEM do programa ASTER - Advanced
Spaceborne Thermal Emission and Reflection Radiometer (2009). Os circulos
representam colbnias nativas ou proximas a sua area de ocorréncia natural.
As estrelas representam colbnias introduzidas, oriundas de outras

localidades.
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Apesar de a ocorréncia natural ter sido verificada apenas entre 800-1200
metros, colonias de M. capixaba sdo manejadas com relativo sucesso em
altitudes entre 700-800 m em regides com temperaturas mais amenas e
proximas a matas nativas Em pelo menos trés locais verificamos a manutencao
de colbnias mantidas entre 600 e 700m (altitude minima de 612m) mas nestes
casos, 0 manejo exige cuidados especiais como suplementagdo alimentar com

mel de Apis em determinadas épocas do ano.

Das 177 colénias amostradas, 146 colénias foram verificadas entre as
altitudes de 800-1100m (82,48%) sendo esta a cota altimétrica em que mais
comumente se encontra colbnias de M. capixaba, tanto nativas como

manejadas (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de amostras e porcentagem de coldénias amostradas em
cada cota altimétrica. As divisdes para cada cota foram meramente didaticas e
consideramos a menor € a maior altitude em que se observaram colbnias de

Melipona capixaba.

n amostral %

N amostral de col6nias entre 612-700m 11 6.21
N amostral de col6nias entre 700-800m 16 9.04
N amostral de col6nias entre 800-900m 24 13.56
N amostral de col6nias entre 900-1000m 65 36.72
N amostral de coldnias entre 1000-1100m 57 32.20
N amostral de col6nias entre 1100-1180m 4 2.26
Total de colonias amostradas 177 100

Até onde é de nosso conhecimento, colénias de M. capixaba nao se
mantém em altitudes mais baixas que 600m, especialmente em regides com
temperaturas mais quentes, mesmo quando manejadas de forma adequada.
Alguns meliponicultores nos informaram de tentativas fracassadas de
manutencgao de col6nias nos municipios de Guarapari (ES), Marataizes(ES) e
Vitéria (ES), no litoral capixaba e também em areas mais quentes do municipio

de Santa Teresa(ES). Colénias experimentais introduzidas nos meliponarios da
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Universidade Federal de Uberlandia (MG) e Universidade Federal de Vigosa

(MG) também n&o resistiram por muito tempo.

Nao ha relatos de ocorréncia de M. capixaba para as regides ao norte do
municipio de Santa Teresa (ES), a leste de Marechal Floriano (ES), ao sul de
Vargem Alta (ES) e a oeste de Brejetuba (ES). Silveira et al. (2008) cita uma
possivel ocorréncia para o municipio de Alegre (ES), mas n&o foi possivel

verificar tal informacao.
4.3. Distribuicdo geogréfica e temperatura média anual

E fala comum entre os criadores da urugu-capixaba que a espécie
"gosta" de climas frios. Para verificar a relagdo entre ocorréncia e temperatura,
comparamos os dados de ocorréncia com um mapa de distribuicdo espacial

das temperaturas médias anuais para o estado do Espirito Santo (Figura 4).

As estagbes climatolégicas (E.C.) localizadas nas areas onde mais
comumente se observou coldnias de urugu capixaba registraram temperaturas
médias anuais (Tma) abaixo de 19°C na série historica de 30 anos (1977-
2006). Na localidade de Aracé, Domigos Martins, a E.C. de Aracé (1075 m de
altitude) registrou Tma de 18,2°C e a E.C. Centro Serrano (950m) registrou
Tma de 18,8°C. Considerando os limites observados para a ocorréncia e/ou
manutencao de colbnias da urugu capixaba, a E.C. de Santa Teresa (648m)
registrou Tma de 20,5°C, a E.C. de Matilde, Alfredo Chaves (515m) Tma de
21,9°C e a E.C. de Conceigédo do Castelo (600m) Tma de 21,7°C para a série

historica.

N&o observamos nem a ocorréncia nem o manejo de coldnias de urugu
capixaba em regides do Espirito Santo onde a temperatura média anual na
série histérica foi maior que 23°C. Sendo assim, parece-nos que regides cujas
temperaturas médias anuais ultrapassem os 23°C n&o sao regides propicias
para a ocorréncia e ou o manejo da espécie. Mesmo em regides com altitude
entre 800m e 1200m de altitude, mas com Tma maiores que 20°C-21°C a
ocorréncia de urugu capixaba nao foi verificada ou é restrita, sendo mais
comum verificar a ocorréncia em regides com temperaturas mais amenas entre
18°C e 20°C.
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Figura 4. Mapa de espacializagao das temperaturas médias anuais (Tma) para
o estado do Espirito Santo com base em séries histéricas de 30 anos (1977-
2006) obtidas de 110 estagdes climatoldgicas localizadas no Espirito Santo e
estados vizinhos (a) Distribuicao espacial das estagdes climatoldgicas; (b) Tma
para todo o estado; (c) Areas com altitudes entre 800 e 1200m; (d) Tma para a
area de ocorréncia da espécie Melipona capixaba considerando como limite de
distribuicdo e manejo Tma entre 18 e 23°C para a média da série historica

(linha vermelha).
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4.4. Distribuic8o geogréfica e vegetacao

Segundo o Mapa da Area de Aplicacdo da Lei n°® 11.428 de 2006 (Lei da
Mata Atlantica - IBGE 2008) a vegetacao local para as areas onde se amostrou
M. capixaba é quase que exclusivamente do tipo Floresta Ombrdfila Densa,

com alguma ocorréncia de Floresta Ombrofila Aberta (Figura 5).

O termo Ombrofila, de origem grega, significa "amigo das chuvas" e foi
utilizado na classificagdo de formagbes vegetais proposta por Ellemberg &
Mueller-Dombois (1965/66 apud IBGE, 1992). A formacao Floresta Ombrdfila
Densa é caracterizada por macro e mesofaneroéfitos, além de lianas lenhosas e
epifitos em abundancia, com temperaturas elevadas (médias de 25°C) e de alta
precipitacdo bem distribuida ao longo do ano, com poucos meses de seca
(IBGE, 1992). As condi¢cdes de temperatura variam conforme a altitude. Nas
areas onde se observa a presencga de M. capixaba a Floresta Ombroéfila Densa
pode ser classificada como Floresta Ombréfila Densa Montana. A formacéao
Montana situa-se nos altos dos planaltos e/ou serras de 500 até 1500m, entre
16° Lat. S e 24° Lat. S (IBGE, 1992).
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Figura 5. Mapa de cobertura vegetal do estado do Espirito Santo, considerando
as formacdes florestais originais conforme o Mapa da Area de Aplicagdo da Lei
n° 11.428 de 2006 (Lei da Mata Atlantica, IBGE 2008). Legenda (conforme
IBGE 2008): D - Floresta Ombréfila Densa (Floresta Tropical Pluvial); A -
Floresta Ombréfila Aberta (Faciacbes da Floresta Ombrofila Densa); F -
Floresta Estacional Semidecidual (Floresta Tropical Subcaducifélia); P - Areas
das Formagdes Pioneiras (Sistema Edafico de Primeira Ocupacdo); r -

Refugios Vegetacionais (Comunidades Relictuais).
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4.5. Area Estimada de Ocorréncia da Melipona capixaba

Comparando os pontos onde foi possivel verificar a presengca de M.
capixaba com os mapas de elevagao, de espacializacdo das temperaturas
médias anuais e de vegetacdo, é possivel delimitar uma Area Estimada de
Ocorréncia Natural da M. capixaba. Tal area compreende regides com altitudes
entre 800-1200 m de altitude, cujas temperaturas médias anuais estejam em
torno de 18°C-23°C, com cobertura vegetal do tipo Floresta Ombroéfila Densa

Montana ou Floresta Ombrofila Aberta Montana (Figura 6).

As regides com essas caracteristicas se restringem a uma area
calculada em 3.453 Km? com maior nimero de coldnias amostradas na
localidade de Aracé, Domingos Martins (ES) e limitando-se a oeste pelos
municipios de lbatiba (ES), Lajinha (MG) e Mutum (MG), a nordeste Santa
Teresa (ES) e Santa Leopoldina (ES) e ao sul o municipio de Vargem Alta (ES)
(Figura 6). A ocorréncia de M. capixaba ao leste de Brejetuba (ES) nao foi
verificada em nossa amostragem, mas novas expedi¢des de coleta podem
incluir as areas dos municipios de Lajinha/MG, Mutum/MG e |batiba/ES como

areas potenciais para a ocorréncia e manutengao da espécie.

Outra area com potencial para a ocorréncia/manutencdo da urugu
capixaba pode ser sugerida para o entorno da regido do Parque Nacional do
Caparad, area calculada em 1.328 Km?, especialmente nos limites do estado
do Espirito Santo (Figura 6). Nao ha registros de ocorréncia natural de M.
capixaba na regiao do Caparao e, por isso, tal area nao foi considerada dentro
da area estimada de ocorréncia. Apesar da vegetacdo nesta regido ser
classificada como Floresta Estacional Semidecidual conforme IBGE (2008), a
regidao do Parque Nacional do Caparad, especialmente nos seus limites
capixabas, possui vegetacdo bastante parecida com Florestas Ombroéfilas de
outras regides de altitude. A proximidade com a area de distribuicdo e as
caracteristicas locais sugerem uma possivel ocorréncia natural ou, pelo menos,
areas potenciais para o manejo da espécie. Ha pelo menos um registro de
criacdo da urugu capixaba nessa regidao, no municipio de Divino de Séao
Lourengo/ES, sendo sete colénias atualmente, oriundas de Venda Nova do

Imigrante/ES.
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Figura 6. Area Estimada de Ocorréncia da Melipona capixaba considerando
como propicias para a ocorréncia natural e ou a manutengdo de colbnias as
areas com elevagdes entre 800m e 1200m de altitude, temperatura médias
anuais entre 18°C e 23°C e cobertura vegetal do tipo Floresta Ombréfila Densa
e Floresta Ombrdfila Aberta (area verde). A area azul, na qual ndo se conhece
coldénias naturais, foi considerada como area potencial para ocorréncia ou

manutencio da espécie.
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4.6. Distribuicdo geogréfica e condi¢cfes climaticas

Segundo a classificagdo climatica de Koppen-Geiger, com mapa
atualizado por Peel et al. (2007) o clima predominante na area estimada para a
ocorréncia de M. capixaba é do tipo Clima Tropical Mongao, classe "Am".
Segundo tal classificagcdo, regides com climas tropicais caracterizam-se por
temperatura média do més mais frio do ano maior ou igual a 18°C, auséncia de
estacdes com baixas temperaturas (estagdes invernosas) e precipitacdo anual
superior a evapotranspiragdo potencial anual, com elevadas taxas de
precipitacdo anual e precipitacdo do més mais seco ndo maior que 60 mm
(Peel et al. 2007)

Segundo a classificagao climatica do Mapa de Climas do Brasil o clima
predominante na area estimada para a ocorréncia de M. capixaba é do tipo
Clima Tropical, em parte Mesotérmico Brando (média de temperatura entre
10°C e 15°C) em parte Subquente (média entre 15°C e 18°C em pelo menos
um més) podendo também serem classificados como Umido (um a trés meses

secos) e Semiumido (quatro a cinco meses seco) (IBGE 2002).

As precipitagbes observadas na série historica de 30 anos para a regiao
de ocorréncia estimada estdo acima de 1200 mm anuais, maiores que a
evapotranspiragdo, caracterizando assim um ambiente umido. A Estacéo
Climatolégica (E. C.) de Aracé, Domingos Martins (ES) registrou precipitacéo
média de 1.361,94 mm para a série historica, com evapotranspiracdo real
(ETR) de 810,56 mm em média para o mesmo periodo. A E.C. Centro Cerrado,
Domingos Martins, registrou precipitagcdo média de 1.380,94 mm e ETR de

838,86 mm de média para 0 mesmo periodo.
4.7. Consideracdes acerca do endemismo da espécie

As relagbes entre o relevo, a vegetagdo e as condigdes climaticas
regionais podem ser fatores adaptativos relevantes para explicar o endemismo
de M. capixaba e sua restrita area de ocorréncia. Regides proximas onde néo
ha ocorréncia registrada para a espécie possuem areas com elevadas
altitudes, mas com regimes climaticos e vegetagdes diferentes, como & o caso

das regides de altitudes do estado de Minas Gerais dominadas por climas mais
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quentes e mais secos, ou regides do Espirito Santo e Rio de Janeiro com

elevagdes mais baixas e climas mais quentes e umidos.

Também ¢é preciso considerar a historia evolutiva da espécie e as
mudangas ocorridas ao longo do seu processo evolutivo como fatores
determinantes de endemismo. Condi¢cdes climaticas e formagdes vegetais
sofrem mudangas regionais ao longo do processo de especiagdo com

consequéncias na adaptacao do taxon.

Por outro lado, faz-se necessario considerar que a restrita distribuicdo
geografica observada atualmente possa ser resquicios de uma distribuicdo
mais ampla no passado e que se tornou reduzida devido a processos de
extincdo local, especialmente com o elevado indice de desflorestamento da

Mata Atlantica.
4.8. Status de conservacao

Considerando apenas a area de aproximadamente 3.453 Km? em que
estimamos a ocorréncia natural e onde se verificou a presenga de colbnias
naturais de M. capixaba é possivel reafirmar o que ja foi destacado por Melo
(1996) que essa possa ser a menor distribuicdo conhecida entre as abelhas
sem ferrdo. Mesmo considerando também a area adjacente de 1.328 km? no
entorno do Parque Nacional do Caparad e em localidades do estado de Minas
Gerais como areas potenciais para o manejo da espécie, a extensdo da

ocorréncia ainda é estimada em menos de 5.000 Km?.

Com isso, podemos sugerir a mudanga quanto a classificacdo da
espécie no atual status de "Vulneravel" VU-B1ab(iii) (ver nota de rodapé 1, pag
2) para a categoria de ameaga: Em Perigo EN-Blab(iii) segundo os critérios
adotados na Lista Vermelha de Espécies Ameagadas (Fundacao Biodiversitas,
Machado et al. 2008).

S&o considerados na categoria "Em Perigo" - EN-B1abiii os taxons que
enfrentam risco muito alto de extingdo na natureza com distribuicdo geografica
cuja extensdo de ocorréncia é estimada em menos de 5.000km?, severamente
fragmentada e com declinio continuo observado, inferido ou projetado em sua

area, extensao e/ou qualidade do habitat (Machado et al. 2008). Tais condi¢des
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correspondem a situagcdo em que se encontra a espécie M. capixaba

atualmente, justificando a reclassificagdo para a categoria “Em Perigo”.
4.9. Remanescentes Florestais

Assim como para toda a extensdo do bioma Mata Atlantica a area
estimada de ocorréncia da M. capixaba tem sofrido continua perda de florestas
com a ocupagado humana. Desde 1985, a Fundagcdo SOS Mata Atlantica e o
INPE - Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais elaboram o Atlas dos
Remanescentes Florestais da Mata Atlantica. Com relatérios e mapas
atualmente em sua sexta edicdo traz informag¢des do avango e da continua
perda de formagdes vegetais originais, fornecendo dados sobre as areas

desflorestadas e os remanescentes florestais do bioma Mata Atlantica.

Conforme os dados apresentados pelo Atlas dos Remanescentes
Florestais da Mata Atlantica (SOS Mata Atlantica e INPE, 2011), o estado do
Espirito Santo tem sofrido continuo processo de desflorestamento desde a
colonizagédo. Estima-se que dos 4.614.814 ha (100% da area do estado)
originalmente cobertos pelo Bioma Mata Atlantica restem apenas 510.752 ha,
ou 11,07% da cobertura original, considerando Floresta, Restinga e Mangue. A

Tabela 3 mostra a evolugcao do desflorestamento no estado.

O desmatamento foi citado por Silveira et al. (2008) como a principal
fonte de ameaca para M. capixaba em seu ambiente natural, uma vez que a
espécie depende de arvores para a sua nidificacdo, especialmente arvores
mais velhas com troncos adequados a instalagao dos ninhos, além da perda de
fontes de alimento (pdlen e néctar). Além disso, o desflorestamento leva a
fragmentagdo e isolamentos dos remanescentes florestais, que podem por
consequéncia fragmentar e isolar as populacbes e aumentar os indices de
acasalamentos aparentados (endogamia) que levarao a perda de diversidade

genética aumentando a vulnerabilidade da espécie.
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Tabela 3. Estimativa das perdas de formacdes florestais no estado do Espirito
Santo (SOS Mata Atlantica e INPE, 1998)

7

Ano Area (ha) % Remanescentes Florestais
19122 2.994.200 65,03

19583 1.367.910 29.71

19803 627.025 13.62

2005% 476.173 10.327

2010%” 478.088 10.36

"Area avaliada no estado equivalente a 100% (0% de cobertura de nuvens)

“Em relacdo a area do Bioma Mata Atlantica avaliada do estado, considerando o periodo de
analise. A area avaliada pode sofrer interferéncia com a presenga de nuvens nas imagens de
satélite.

™ Area avaliada no estado equivalente a 89% (11% de cobertura de nuvens)

Considerando apenas as formagdes do tipo Floresta e desconsiderando as formagdes do tipo
Restinga e Mangue.

2 Campos, Gonzaga de - Mapa Florestal, apud SOS Mata Atlantica e INPE (1998)
* IBAMA, 1990, apud SOS Mata Atlantica e INPE (1998)

* SOS Mata Atlantica e INPE (2009)

® SOS Mata Atlantica e INPE (2011)

Comparando o Mapa da Area Estimada de Ocorréncia da M. capixaba
(Figura 6) e o Mapa dos Remanescentes Florestais de Mata Atlantica (SOS
Mata Atléntica e INPE, 2011) observa-se que a cobertura vegetal original
encontra-se atualmente bastante fragmentada formando um mosaico de

vegetacao que pode isolar as populagdes locais (Figura 7).

Considerando a area estimada de ocorréncia da M. capixaba, dos 3.453
Km? calculados, apenas 1.303 Km? (37,37%) correspondem a fragmentos
florestais remanescentes da Mata Atlantica’. Destes, 93, 5% correspondem a

fragmentos remanescentes menores que 1 Km? (100ha).

' As analises espaciais consideram apenas fragmentos maiores que 3ha ou 0.03Km? na
execucao do Mapa dos Remanescentes Florestais da mata Atlantica (SOS Mata Atlantica e
INPE, 2011)
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Figura 7. Mapa dos remanescentes florestais da Mata Atlantica na area
estimada de ocorréncia da Melipona capixaba. (a) Remanescentes Florestais
para todo o estado do Espirito Santo (SOS mata Atlantica e INPE, 2011). (b)
Recorte do Mapa das Areas Naturais Protegidas do estado do Espirito Santo
(IEMA, 2011). (c) Remanescentes florestais considerando apenas a area
estimada de ocorréncia da M. capixaba. 12, Reserva Biologica Augusto Ruschi;
29 Parque Estadual de Pedra Azul. Os numeros acompanham a referéncia das
areas consideradas no Mapa das Areas Naturais Protegidas no estado do
Espirito Santo (IEMA, 2011).
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Nascimento (1996) estimou o numero de alelos sexuais para a espécie
M. capixaba em 24 alelos, sendo necessarias 1.000 colénias da urugu capixaba
para se manter esse numero de alelos sexuais. Ainda segundo a autora,
seriam necessarios para abrigar 1.000 coldnias de urugu capixaba 28,26 Km?
de mata. Os fragmentos na regiao de ocorréncia possuem em média cerca de
0.35Km? (35ha) bastante abaixo portanto do que o esperado por Nascimento
(1996) para a manutencdo dos alelos sexuais da espécie. Apenas dois
fragmentos na regido estimada de ocorréncia da espécie sdo maiores que 28

Km?Z.

O maior fragmento, com aproximadamente 47 Km? de area (4.742 ha)
corresponde a Reserva Bioldgica Augusto Ruschi, municipio de Santa Teresa
(ES), localizada no extremo nordeste da area estimada de ocorréncia. Nossos
dados ndo contemplam registros de ocorréncia natural nesta regido sendo que
as abelhas amostradas em Santa Teresa (ES) foram introduzidas por criadores
que as adquiriram na regidao de Santa Maria de Jetiba (ES). De qualquer forma,
a Reserva Biolégica Augusto Ruschi € uma interessante area de estudo para a
verificagcdo da ocorréncia natural ou para a manutencédo de populagdes para a

conservacao da urugu-capixaba.

O segundo maior fragmento remanescente, com aproximadamente 43
Km? de area (4.301 ha) corresponde a regides no entorno do Parque Estadual
de Pedra Azul, incluindo parte deste. Nem toda a extensédo do P.E. Pedra Azul
foi considerada porque seus limites incluem em sua grande maioria areas
acima de 1.200m de altitude. No entanto, o entorno do Parque, na regidao de
Aracé, Domingos Martins (ES) até o municipio de Vargem Alta (ES) pode ser
considerada a regido mais promissora para se implantar um programa de
manejo e conservagao da espécie visando a manutengdo de populagdes

protegidas.

Proximo a area de ocorréncia estimada ainda encontramos outras areas
de conservagao como o Parque Nacional do Caparad e o Parque Estadual do
Forno Grande. No entanto, essas areas também correspondem a regides de
altitudes acima de 1.200 m, por isso, a presenca de M. capixaba deve ser mais

provavel nas areas do entorno destas reservas bioldgicas.
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Outras areas naturais protegidas no estado do Espirito Santo em que se
pode investigar a ocorréncia natural ou a possibilidade de manutencdo de
populagdes protegidas sdo a APA de Goiapaba-A¢u e Parque Natural de
Goiapaba-Agu (Santa Teresa/ES). No entanto essas areas ficam proximas do
limite da distribuicao estimada e esfor¢os de preservacdo podem surtir melhor
efeito nas areas ao centro da distribuicdo, especialmente entre as regides de
Domingos Martins, Santa Maria de Jetiba, Vargem Alta, Conceigdo do Castelo
e Brejetuba/ES onde iniciativas para a preservagdo da espécie podem
estabelecer populagdes protegidas em areas ainda bem preservadas da Mata

Atlantica dessas regioes.
4.10. Aspectos legais da criagao da urucgu capixaba

A criagao de abelhas sem ferrdo na regido de ocorréncia de M. capixaba
é bastante comum entre agricultores locais. Melo (1996) registrou tal pratica em
suas primeiras observacbes da espécie em 1992. Conversando com os
criadores da urugu-capixaba, verificamos que a pratica de coleta de mel da
especie e mesmo a retirada de colénias da mata e sua manutengdo em casa
dos criadores € pratica ja de muitos anos. Um dos criadores citou que seu pai

possuia coldnias de urugu-capixaba em casa ha pelo menos 80 anos.

Devido ao intenso desflorestamento e a retirada de colénias de urugu-
capixaba das matas é bastante provavel que a grande maioria das colbénias
remanescentes esteja com os criadores. Menos de 10% das colénias que
observamos se encontravam na natureza, e pelo menos uma das que

haviamos observado ja foi retirada da mata (Figura 9).

Pela lei de crimes ambientais (Brasil, Lei n°® 9.605, de 12 de fevereiro de
1998) é considerado crime contra a fauna pelo texto dado em seu Artigo 29,
"Matar, perseguir, cagar, apanhar, utilizar espécies da fauna silvestre, nativos
ou em rota migratoria, sem a devida permissao, licenga ou autorizacdo da
autoridade competente, ou em desacordo com a obtida", passivel de pena com

detencdo de seis meses a um ano, e multa.
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Figura 9. Imagem exemplificando pratica comum na regido de ocorréncia da

Melipona capixaba: a retirada de colénias nativas da espécie para a
manutengdo em propriedades particulares. Na imagem (a) a seta indica a
entrada do ninho, em (b) a seta indica a arvore que foi cortada para a retirada

do ninho.

Pelo que verificamos nenhum dos criadores de abelhas na regido de
ocorréncia de M. capixaba tem permissao dos érgaos ambientais competentes
para a criagdo de abelhas nativas. Com a inclusdo da M. capixaba na lista
oficial de espécies ameacgadas, qualquer desses crimes cometidos contra a
espécie ainda é considerado como circunstancia agravante (Lei n° 9.605,
Art.15 n° Il item q e Art. 40 §2°).

A criagdo da urugu-capixaba é pratica anterior as atuais leis de protegao
da fauna silvestre. Considerando que grande parte da populagao remanescente
da M. capixaba encontra-se em poder de criadores, se a lei for plenamente
aplicada aos criadores locais que se encontram irregulares € provavel que os

z

prejuizos para a espécie sejam irreparaveis. E preciso assim considerar uma
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via legal alternativa para a criagdo de urugu-capixaba em sua area de

ocorréncia natural de modo a contribuir para a preservagao da espécie.

A RESOLUCAO CONAMA n° 346, de 16 de agosto de 2004 (DOU, 17
de agosto de 2004) disciplina a protegao e a utilizagado das abelhas silvestres
nativas, bem como a implantagdo dos meliponarios. Segundo tal resolugéo "Art.
3° - E permitida a utilizacdo e o comércio de abelhas e seus produtos,
procedentes dos criadouros autorizados pelo érgdo ambiental competente, na
forma de meliponarios, bem como a captura de col6nias e espécimes a eles
destinados por meio da utilizacdo de ninhos-iscos"; ficando dispensados de
autorizacdo de funcionamento os meliponarios com menos de 50 colbnias e
que se destinem a produgdo artesanal de abelhas nativas em sua regido

geografica de ocorréncia natural.

No nosso entendimento, salvo melhor juizo, uma vez que a espécie M.
capixaba encontra-se incluida na lista de espécies ameagadas de extingdo a
Resolugao CONAMA n° 346 nao se aplica a espécie. Portanto, sua criacdo nao
tem amparo legal, mesmo para os que possuem menos de 50 colbnias,
especialmente nos moldes como ocorre a captura, com cortes de arvore e

retirada da colbénia da natureza.

Uma alternativa seria a PORTARIA IBAMA N° 139-N, de 29 de
dezembro de 1993 que regulamenta a instalagdo de "Criadouros
Conservacionistas" como areas delimitadas e preparadas, dotadas de
instalagdes capazes de possibilitar a criacdo racional de espécies da fauna
silvestre brasileira, com assisténcia adequada. No entanto, como a M. capixaba
€ considerada em ameacga de extincdo é preciso ponderar se tal Portaria se

aplicaria a espécie.
4.11. Uso ndo sustentavel: risco para a manutencado da espécie

O mel da abelha urugu-capixaba é muito apreciado pelos habitantes na
regido geografica de ocorréncia natural o que estimula a coleta para consumo
imediato e também a criagdo para a produgido artesanal de mel, seja para
consumo proprio ou para comércio. No entanto, tais praticas podem

representar um sério risco para a sobrevivéncia da espécie.
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Um senhor residente no municipio de Alfredo Chaves (ES) relatou-nos
que era pratica comum, quando ainda se encontravam muitas colonias de
abelhas nas matas nativas, a coleta do mel dessas espécie. Nessas coletas, o
mel de urugu-capixaba era muito apreciado e eles chegavam a abrir arvores e
coletar cerca de 20 litros de mel. O mel era coletado e a colonia era
abandonada aberta e a mercé da agao de predadores. Segundo informado por
ele muitas colonias foram abertas dessa maneira para a extragdo do mel. A
Figura 10 mostra uma arvore onde uma col6nia de M. capixaba foi extraida

para a coleta do mel no municipio de Domingos Martins (ES).

Figura 10. Uma arvore onde
havia uma colbnia de
Melipona capixaba,
destruida pela agao de
meleiros para a coleta do
mel da espécie. A arvore
fica no municipio de
Domingos Martins/ES. No
mesmo fragmento florestal
ainda se encontra pelo
menos uma outra coldnia de
M. capixaba que

observamos.

33



Outra pratica igualmente danosa € a criagdo inadequada da espécie e a
falta de cuidados com as colbnias quando mantidas em propriedades
particulares. A criacdo racional, em caixas racionais, ndo € bem aceita pelos
criadores locais. Apesar do trabalho iniciado por Nascimento (1996), os
criadores da urugu-capixaba, salvo algumas poucas exceg¢des, ainda mantém
suas colbnias em cortigos, segmentos de troncos obtidos na natureza, de
arvores que sao cortadas e lavradas para receberem as coldnias de urugu

capixaba.

Em muitos casos os corticos sdo mantidos em locais inadequados
(Figura 11) colocando em risco a sobrevivéncia da coldnia. Além disso, néo é
incomum ouvirmos dos criadores que suas abelhas "foram embora", nao
reconhecendo que a colénia morreu. Um unico criador de Domingos Martins
(ES) nos informou que seu pai, e depois ele, chegaram a possuir mais de 30
coloénias de urugu capixaba, todas retiradas da mata, hoje restando apenas

quatro.
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entrada da colénia.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A conservagao da espécie M. capixaba depende de ag¢des conjuntas e
cooperativas que envolvam os diferentes érgdos ambientais responsaveis pela
protecdo da fauna silvestre e da biodiversidade local - IBAMA, Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente e IEMA, Instituto Estadual de Meio Ambiente do
Espirito Santo e Instituto Chico Mendes; 6rgaos que agreguem os produtores
locais tal como o INCAPER - Instituto Capixaba de Pesquisa, Assisténcia
Técnica e Extensdo Rural; instituicbes de pesquisa tais como a Universidade
Federal de Vigosa e Universidade Federal do Espirito Santo; organiza¢des nao
governamentais de defesa da Mata Atlantica tal como a Fundagdo SOS Mata
Atlantica; e, especialmente, as Associagcdes de Apicultores e Meliponicultores
do ES, os criadores locais e a populagdo das areas geograficas de ocorréncia

natural da espécie.

A agado conjunta entre essas partes deve levar em consideragcdo a
necessidade de amparo legal em relagdo as colénias que sado criadas ha
muitos anos e ainda estdo em poder dos criadores, estabelecendo criadouros
(meliponarios) conservacionistas. As implantacbes de meliponarios e
populagdes de conservagdo da M. capixaba devem ser incentivadas
especialmente em areas de preservacao ambiental, com reintrodu¢cdo em areas
naturais tais como os Parques e Reservas Biologicas onde a manutencédo da
especie seja viavel ou mesmo em Reservas Particulares, especialmente no
centro da area de distribuicado da espécie, nas proximidades de Pedra Azul e

Aracé, Domingos Martins (ES).
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CAPITULO 2. FILOGEOGRAFIA DAS ABELHAS SEM FERRAO
Melipona capixaba e Melipona scutellaris: CONSERVACAO DE
POPULACOES AMEACADAS.

1. RESUMO

Melipona (Michmelia) capixaba Moure & Camargo, 1994, a urugu
capixaba, é a unica espécie de abelha social atualmente incluida na Lista
Vermelha das Espécies da Fauna Brasileira Ameacadas de Extingao - IBAMA,
2003/2008. Melipona (Michmelia) scutellaris Latreille, 1811, a urugu nordestina,
tem sido considerada como presumivelmente ameacada de extingdo devido a
reducdo de sua area de ocorréncia natural. Neste capitulo, estudamos a
filogeografia e a diversidade genética dessas abelhas com base em sequéncias
nucleotidicas parciais dos genes mitocondrial CO1 e nuclear EF1a e Pol2.
Nossos resultados mostram uma relagdo préxima entre as duas espécies,
posicionando-se como espeécies irmas na arvore filogenética. Nossa filogenia
baseada em reldégio molecular calibrado com datagdo féssil permitiu a
elaboragdo de uma hipodtese evolutiva de expansao populacional e vicariancia
para o grupo. Trés momentos distintos compdéem a hipdtese: (i) evento de
expansao durante o Mioceno em areas com extensas florestas umidas permitiu
a ocupacgao de diferentes areas da América do Sul pelas linhagens ancestrais;
(ii) evento de vicaridncia do Plioceno (~5 Maa) isolou a Mata Atlantica das
outras formagdes florestais, restringindo nesse ambiente a linhagem ancestral
das espécies M. capixaba e M. scutellaris, (iii) eventos de vicariancia durante o
Pleistoceno isolaram as linhagens ancestrais que divergiram nos atuais grupos
de M. scutellaris (~650 mil a 1,2 Maa) e a na especiagao de M. capixaba (~1,2
Maa).
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2. INTRODUCAO

Melipona (Michmelia) capixaba Moure & Camargo, 1994, popularmente
conhecida como urugu-preta ou urugu capixaba, foi incluida como “espécie
vulneravel” na Lista de Espécies Ameacadas de Extingdo editada pelo IBAMA
em 2003. Com uma das menores areas de distribuicdo conhecida entre as
abelhas sem ferrdo, nossos dados indicam a sua ocorréncia restrita a uma area
estimada menor que 5.000 Km? no estado do Espirito Santo, em areas de Mata
Atlantica - Floresta Ombroéfila Densa tipo Montana, entre altitudes de 800 e

1200 metros (veja Capitulo 1).

Melipona (Michmelia) scutellaris Latreille, 1811, popularmente conhecida
como urugu-verdadeira ou urugu-do-nordeste, originalmente distribuia-se desde
a Amazoénia até o estado da Bahia (Mariano Filho, 1911 apud Carvalho, 2000).
Atualmente, considera-se que a espécie ocorra entre os estados da Bahia até o
Rio Grande do Norte o que fez com que a espécie fosse considerada como

presumivelmente ameacgada de extingao (Kerr, 2002).

A Floresta Atlantica brasileira, area de ocorréncia natural das duas
espécies, tém sofrido intenso e continuo processo de desflorestamento e perda
de habitats naturais. Considerado o bioma mais ameagado do Brasil, estima-se
que restam apenas 7,9% de remanescentes florestais acima de 100 hectares
(Fundagdo SOS Mata Atlantica e INPE, 2010).Com isso as populagbes
remanescentes das espécies M. capixaba e M. scutellaris sofrem redugédo no
tamanho populacional com perda de variabilidade genética, fragmentacao e
isolamento das populagbes remanescentes, aumentando a endogamia e os

riscos de extingao.

A Genética da Conservacao € um campo de estudo que busca aplicar as
técnicas da genética para reduzir o risco de extingdo das espécies ameacgadas.
Foca nas consequéncias que surgem da reducado populacional onde fatores
estocasticos e os efeitos da endogamia s&o extremamente importantes. Visa
assim preservar as espécies como entidades dindmicas capazes de se

adaptarem as mudangas ambientais (Frankham et al., 2008)
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A manutencao da diversidade genética € um dos principais focos da
biologia da conservagdo fornecendo potencial evolutivo e adaptativo as
espeécies. Por isso, € de fundamental importancia conhecer a sua composicao
genética e como esta se encontra estruturada, para orientar as agdes de

conservagao e manejo (Galetti Jr. et al., 2008).

As abelhas M. capixaba e M. scutellaris oferecem interessante
perspectiva para estudos comparativos quanto a diversidade genética,
estrutura genética das populagdes e distribuicdo geografica das variantes
genéticas. As espécies sao proximas filogeneticamente e ocorrem de forma
nativa na Mata Atlantica ao longo da costa atlantica brasileira de forma
alopatrica. Enquanto M. capixaba tem uma das menores distribuicdes
geograficas conhecidas e é considerada como ameagada de extingdo devido a
sua reducdo populacional, M. scutellaris € mais amplamente distribuida e
parece ter uma populagdo ainda relativamente grande devido a pratica bem

estabelecida e difundida de sua criagao.

Além disso, as duas espécies sao criadas em suas areas geograficas de
ocorréncia natural e boa parte da populacdo remanescente de ambas as
espécies esta nas maos de meliponicultores. Estas col6nias podem representar
importante fonte de recurso genético em programas de manejo, aumentando a
variabilidade em locais onde a diversidade foi reduzida devido a reducgao
populacional ou para a reintrodugdo em areas onde tenha havido extingbes

locais.

Outro importante foco da Genética da Conservagao € a possibilidade de
resolucdo de incertezas taxonOmicas a partir do uso de marcadores
moleculares em grupos de dificil distingdo morfolégica, normalmente
denominadas espécies cripticas. Isso porque espécies aparentemente com
baixo risco de extingdo e amplamente distribuidas podem na realidade
representar mais de uma espécie ou um complexo de espécies distintas

(Frankhan et al. 2008). Esse pode ser o caso de M. scutellaris.

Observacdes da Profa. Ana Maria Waldschmidt (Universidade Estadual
do Sul da Bahia) e também do Prof. Gabriel A. R. Melo (Universidade Federal

do Parana) sugerem que pelo menos as populagdes de altitude da espécie M.
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scutellaris localizadas nas regides das chapadas na Bahia possam ser
suficientemente diferentes das populagdes litoraneas para serem consideradas
uma nova espécie (comunicagdo pessoal durante o VIII Encontro Sobre
Abelhas, julho 2008, Ribeirdao Preto,SP). Tais observagées apontam para um
possivel complexo de espécies cripticas em M. scutellaris e, em se
confirmando tal hipotese, as populagbes remanescentes das regides de
chapada podem ser consideradas também como ameacgadas de extingdo pela

sua reduzida area de ocorréncia e pequeno tamanho populacional.

Moure e Camargo (1994) quando da descricdo da M. capixaba
sugeriram uma relagcédo de espécies irmas entre M. capixaba e M. scutellaris. A
relacdo proxima também foi sugerida por Nascimento et al. (2000) devido a

hibridacdo natural entre as espécies quando em simpatria.

Duas filogenias moleculares de abelhas sem ferrdo foram recentemente
publicadas. Na primeira Rasmussen & Cameron (2010) apresentaram proposta
filogenética para a tribo Meliponini e, na segunda, Ramirez et al. (2010) para o
género Melipona. Entretanto, em nenhuma delas a espécie M. capixaba foi
amostrada. Cristiano et al. (2012) apresentam uma hipotese filogenética com
base em sequéncias do gene mitocondrial CO1, onde M. capixaba é alocada
ora como grupo irmao de M. scutellaris ora como grupo irmao de M. scutellaris,
M. ogilviei. Entretanto, o objetivo daqueles autores foi demonstrar a ocorréncia
aparentemente comum de numts (Nuclear mitocondrial DNA) em diferentes
espécies de Melipona, incluindo M. capixaba e M. scutellaris, podendo levar a
interpretacdes errbneas da filogenia. Assim, as relagdes filogenéticas e a
filogeografia das espécies M. capixaba e M. scutellaris permanecem pouco
esclarecidas e tal conhecimento é importante contribuicdo ao entendimento dos

processos e padrdes que atuaram para a diversificagao da Mata Atlantica.

Em recente estudo sobre a histéria biogeografica da Mata Atlantica
DaSilva e Pinto-da-Rocha (2011) declaram que uma das formas para se inferir
a histéria biogeografica da Mata Atlantica € comparar padrboes repetidos de
distribuicao e filogenia das espécies que podem ajudar a reconstruir a histéria
do bioma como um todo. Estes autores tratam das principais divisdes

biogeograficas da Mata Atléantica com relacdo a areas de endemismo de
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diversos grupos divididas em quatro regides: (i) Pernambuco, (ii) Sul da Bahia,
(iii) Serra do Mar e (iv) Florestas de Araucaria. Tais divisdes sdo baseadas em
areas de endemismo para anfibios, aves, borboletas, dipteros, mamiferos,
plantas lenhosas, primatas e répteis, citando os exemplos dado pelos autores,

além dos Opilides, foco do estudo em questéao.

A maioria dos estudos a respeito dos processos historicos da
diversificacao da fauna da Mata Atlantica, especialmente no centro e norte de
sua distribuicdo geografica propde que a diversificacdo esta relacionada com
os processos de vicariancia e estabelecimento de populagdes isoladas em
ambientes estaveis, remetendo ao modelo de refugios vegetacionais durante
as mudancgas climaticas do Quaternario (por exemplo: Cabanne et al., 2008;
Lara-Ruiz et al., 2008; Carnaval et al., 2009).

De acordo com o modelo de refugios (Haffer, 1969; Vanzolini & Willinas,
1970; Brown Jr. & Ab’Saber, 1979) eventos de fragmentacdo devido a
flutuagdes climaticas durante o Pleistoceno causou o isolamento de populacdes
e consequentemente favoreceu a diversificagdo e especiacdo nestes
ambientes. Carnaval et al. (2009) apresenta evidéncias para um largo refugio
que existiu durante o Quaternario na regido central da Bahia e outra area
estavel na regido de Pernambuco. Para estes autores, tais refugios foram
responsaveis pela diversificagcdo em diferentes organismos tais como lagartos,
preguicas, pequenos mamiferos e sapos. Uma vez que a distribuicdo de M.
scutellaris e M. capixaba coincide com tais areas, € possivel que tal modelo

também se aplique ao processo evolutivo dessas abelhas.

No entanto, Costa (2003) estudando os padrdes de diversificacédo de
pequenos mamiferos da Mata Atlantica e ambientes associados como a
Amazébnia e o Cerrado, afirmam que a especiacdo e diversificagcdo no
Neotropico ndo serdo explicados por um unico modelo de vicariancia ou
mudangas climaticas. Pelegrino et al. (2005), por exemplo, remete ao sistema
de rios para explicar a estruturagdo genética de espécies de lagartos do
complexo Gymnodactylus darwinii na Mata Atlantica. Resente et al. (2010)
sugerem que o atual padrédo de estruturagdo genética da formiga ameagada de

extingdo Dinoponera lucida deve ser explicado tanto por eventos recentes do
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Pleistoceno como mais antigos do Plioceno. Portanto, o modelo de refugios
Quaternarios sozinho nao pode explicar totalmente a diversificacdo na Mata

Atlantica.

Este estudo teve por objetivo (i) apresentar uma hipotese filogenética
para as espécies M. capixaba e M. scutellaris, (ii) inferir sobre as relagbes
historico evolutivas que influenciaram a atual distribuicdo das espécies e o seu
processo de especiacao, (iii) testar a hipdtese de especiagao criptica no grupo
M. scutellaris, (iv) estimar a variabilidade genética destas espécies com base
em sequéncias nucleotidicas parciais de genes mitocondriais e nucleares e
como tal variabilidade se encontra estruturada. Pretende-se com isso sugerir
areas potenciais para o estabelecimento de populagdes conservacionistas em
ambientes de protecdo permanente, bem como gendétipos prioritarios para a
composicao destas populagbes visando a manutencdo da variabilidade

genética existente.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material bioldgico

Foram avaliadas um total de 147 colénias sendo 44 colbnias da espécie
M. capixaba e 103 colénias da espécie M. scutellaris, amostradas ao longo de
toda a area de ocorréncia geografica conhecida das duas espécies (Tabelas 2
e 3 do Anexo). Cada colbdnia foi registrada segundo a localizagdo geografica,
identificada por meio do sistema de posicionamento global (GPS) utilizando-se
o aparelho GPS Garmim® GPSMAP 76CSX. Os dados foram importados para
o software ARCGis ESRI® 9.3 onde as analises espaciais foram realizadas.
Para as colénias onde nao foi possivel a exata marcagdo do ponto de
georeferéncia, utilizaram-se as localizagbes geograficas dos municipios como
estimativas aproximadas. Também foram utilizadas sequéncias disponiveis no
GeneBank para as espécies de Melipona e outros Apidae para o enraizamento

da arvore e datacdo molecular (Tabela 4 do Anexo)

Para as analises moleculares o DNA total de uma operaria de cada
colonia foi extraido segundo protocolo descrito por Fernandes-Salomao et al.
(2005) e utilizados para as reagdes de PCR. As solugbes de reagado continham
um volume total de 50uL, sendo as concentragdes finais de 50ng de DNA total,
1X de tampé&o de reacdo, 1,5mM de MgCl,, 0,2mM da mistura de dNTPs,
0,15mM de cada primer e 1u de Platinum® Taqg Polimerase, Invitrogen ™. Os
tubos contendo a reagao de amplificagao foram incubados em termociclador a
94°C por 2min para completa desnaturacao das fitas, seguidos de 35 ciclos de
amplificagcbes PCR, cada ciclo com passo de desnaturacdo a 94°C por 45s,
passo de anelamento do primer a 51°C por 1min, passo de extensao das fitas a

72°C por 1min 30s, e passo final de extenséo a 72°C por 5min.
3.2. Analises moleculares

Para amplificacdo do fragmento correspondente ao gene citocromo
oxidase | (CO1) foram utilizados os primers CO1 forward 5'- ATAATTTTTTTT
ATAGTTATAC-3" e reverse 5 - GGAAAAAAAGTTATATTAACWC-3' (Ramirez
et al. 2010). Também foram sintetizados os primers LCOdeg: 5'- TATC
WACHAATCATAAAAATMTTGG -3' e HCOdeg: 5'- TAAACTTCWGGAT

45



GWCCAAAAAATCA -3', modificados dos primers universais LCO1490 e
HC02198 propostos por Folmer et al. (1994). Para a amplificagcdo dos
fragmentos correspondentes ao gene nuclear EF1a foram utilizados os primers
EF1-a (long) forward 5- GGGYAAAGGWTCCTTC AARTATGC-3" e reverse 5'-
AATCAGCACCTTTAGGTGG-3" e para o gene referente a RNA Polimerase |l
(POL2) os primers Pol-Il forward 5-AAYAAR CCVGTYATGGGTATTGTRCA-3’
e reverse 5- AGRTANGARTTCTCRACGAA TCCTCT-3" (Ramirez et al. 2010).
Os produtos da amplificagdo via PCR foram purificados e diretamente
sequenciados em sequenciadores automaticos pela empresa Macrogen Inc.

Coréia do Sul.

Os cromatogramas resultantes das reagdes de sequenciamento foram
avaliados e as sequéncias consenso foram obtidas utilizando os programas
phredPhrap e Consed (Ewing et al., 1998; Ewing & Green, 1998). Todas as
sequéncias consenso foram visualmente inspecionadas e, quando necessario,
editadas. Os alinhamentos da sequéncias foram obtidos com o auxilio do
programa ClustalW (Higgins et al., 1994) implementados no MEGA verséo 5
(Tamura et al. 2011).

Cristiano et al. (2012) demonstraram a existéncia de numts trabalhando
com o gene CO1 tanto em M. capixaba como em M. scutellaris. Uma vez que
trabalhamos com essa mesma regiao génica tanto em M. capixaba como em
M. scutellaris, avaliamos todas as sequéncias CO1 obtidas, conforme sugerido
por aqueles autores. Para reduzir a possibilidade de ocorréncia de numts em
nosso conjunto de dados finais, as sequéncias foram obtidas por
sequenciamento direto do produto PCR, a partir de quatro reacdes de
sequenciamento diferentes (R e F para cada conjunto de primers CO1). Todas
as sequéncias foram traduzidas para a sequéncia de aminoacidos e a presenca
de cddons de parada no frame de leitura foi verificada. Qualquer sequéncia

detectada como possivel numt foi excluida do alinhamento.

3.3. Analises populacionais, hipéteses filogenéticas, redes de haplotipos

e datagcdo molecular

Para inferir sobre a diversidade genética e estrutura das populacdes

foram calculados indices de diversidade nucleotidica (1) e haplotipica (Hd)
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(Nei, 1987) e analises de variancia molecular - AMOVA (Excoffier et al., 1992)
implementadas com auxilio dos programas DNASP (Rozas et al., 2003) e
ARLEQUIN 3.0 (Excoffier et al. 2005).

Para a reconstrugéo filogenética foram utilizadas analises de Maxima
Verossimilhanga realizadas no MEGA verséo 5 (Tamura et al. 2011) com 100
replicacbes de Bootstrap e modelos definidos pelo ModelTest (Posada &
Crandall 1998). Também foram realizadas analises Bayesianas implementadas
pelo MrBayes versdo 3.2 (Ronquist et al. 2011) com modelos definidos pelo
mrModelTest versao 2, definidos pelo critério AIC (Nylander, 2004). Modelos
diferentes foram estimados para cada conjunto de dados (CO1, Efla e Pol2) e
as arvores foram reconstruidas com os dados concatenados, considerando a
particdo para cada conjunto génico. Foram realizadas 10.000.000 de geragdes
para as cadeias markovianas MCMC com eliminagdo de 25% das geragdes

iniciais.

Foram produzidas duas arvores filogenéticas enraizadas com diferentes
grupos externos. O grupo interno (género Melipona) foi 0 mesmo para as duas
arvores e foram utilizadas 13 amostras de M. capixaba (todos os diferentes
haplétipos mitocondriais), 39 amostras de M. scutellaris (representando toda a
area de ocorréncia da espécie) e 33 amostras de outras Melipona,
especialmente do subgénero Michmelia. Para os grupos externos foram
utilizadas 29 amostras de outras abelhas corbiculadas, incluindo Meliponini,
Apini, Bombini, Euglossini e um representante do género Epicharis (Centridini)
como grupo externo, totalizando 114 OTUs. A primeira arvore foi reconstruida
utilizando se como grupo externo cinco amostras de Meliponini Neotropicais e
arvore 2, utilizada para a datacdo molecular, foi reconstruida com todas as

amostras dos grupos externos.

As redes de haplotipos foram reconstruidas por analise de median-
joining (Bandelt et al., 1999) utilizando o programa NETWORK 4.5 (www.fluxus-
engineering.com) e editadas manualmente para melhor visualizagao gréfica

dos grupos formados.

A datagdo molecular foi realizada no programa r8s (Sanderson, 2003). O

r8s estima o tempo de divergéncia entre os clados a partir de uma arvore
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filogenética com tamanho de ramos estimados, sendo o tamanho de ramos o
numero de substituicdes ao longo de cada ramo. Para as estimativas de tempo
de divergéncia foi utilizada a mesma arvore filogenética obtida por inferéncia
bayesiana. Como critério foram utilizados relégio molecular relaxado, com
método PL (Penalized likelihood) (Sanderson, 2002) e algoritmo TN, que
considera taxas de substituicdo diferentes em cada ramo da arvore.
Comparativamente, também foram calculados o tempo do ancestral comum
mais recente - Tmrca dos principais clados de interesse, com analises
implementadas no Beast - Bayesian Evolutionary Analysis Sampling Trees,
versao 1.7.1 (Drummond et al, 2012). As analises foram conduzidas utilizando
diferentes modelos de substituicdo para cada conjunto de genes (CO1, EF1a e
POL2). Foram calculadas cinco estimativas independentes, cada rodada com
25.000.000 de geragdes para MCMC e eliminagao de 25% das arvores iniciais.
Os resultados foram analisados no Tracer - MCMC Trace Analysis Tool, versao
1.5 (Rambaut e Drummont, 2009).

Para calibrar o relégio molecular foram considerados multiplos pontos de
calibragdo, sendo a idade da raiz da arvore estimada entre 80-90 milhdes de
anos - Ma (estimativa da idade dos corbiculados baseada em Cardinal et al.
2010); como calibragdao para os Meliponinini utilizou-se a datacao fossil para
Cretotrigona prisca entre 65-70 Ma (Michener & Grimaldi, 1988a e b; Engel,
2000); como calibragdo para os Apini a datagao fossil para Apis lithohermaea
entre 14-16 Ma (Engel, 2006); e 14-17 Ma para a idade do género Melipona
(Ramirez et al., 2010).
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4. RESULTADOS
4.1. Variacdo nucleotidica

Foram obtidos cerca de 1.100 pares de bases (pb) correspondentes ao
gene mitocondrial CO1, cerca de 1000 pb correspondentes ao gene nuclear
EF1a e 852pb para o gene nuclear POL2. As sequéncias dos genes foram
confirmadas com mais de 98% de similaridade com outras sequéncias dos
mesmos genes e de espécies proximas comparadas no GenBank - NCBI
(National Center for Biotechnology Information -

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) por meio do algoritmo BLAST.

Como esperado, as sequéncias mitocondriais mostraram-se mais
variaveis que as nucleares, mas, ainda assim, bastante conservadas. Pouca
variacao foi observada entre as sequéncias nucleares, mostrando-se altamente
conservadas mesmo entre as espécies. A tabela 1 mostra o numero de sitios
variaveis, a composicdo de bases e a distancia-p (numero de sitios
diferentes/numero total de sitios) entre os pares de sequéncias dos individuos
avaliados. A avaliacdo das sequéncias referentes ao CO1 n&o sugeriu a

ocorréncia de numts para as amostras de M. capixaba nem de M. scutellaris.

Tabela 1 — Numero de sitios, composi¢gédo de bases e distancia-p entre os pares
de sequéncias para os fragmentos dos genes COIl e EF1a das espécies M.

capixaba e M. scutellaris.

(o]

[s\litios C V. S %T %C %A %G Distancia-p’
M. capixaba
col 1162 1146 16 4 43 11 34 12 0.003
EF1a 944 944 0 0 32 18 29 22 0
POL2 852 852 0 0 33 22 27 18 O
M. scutellaris
col 1146 1091 55 9 43 11 35 11 0.01
EF1a 1007 1003 4 1 28 22 32 18 0.001
POL2 852 852 0 0 33 22 27 18 O

C — Numero de sitios conservados; V — sitios variaveis; S — singletons; * Média de todas as
distancias par-a-par.
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4.2. Inferéncias Filogenéticas

O alinhamento final utilizado para produzir as hipoteses filogenéticas
resultou em 998pb CO1, 850pb EF1a e 668pb POL2, totalizando 2516 pb com
os genes concatenados. O modelo evolutivo selecionado para CO1 foi
GTR+1+G, para EF1a foi GTR + G e para POL2 GTR+I+G.

A Figura 1 mostra a arvore produzida por Inferéncia Bayesiana a partir
de 10.000.000 de geracdes de MCMC, eliminando 25% das arvores iniciais.
Optamos por apresentar apenas a secao da arvore referente ao subgénero
Michmelia para facilitar a visualizagdo das relagbes entre os grupos de

interesse.

M. capixaba e M. scutellaris aparecem como grupos irmaos e formam
um clado dentro do subgénero Michmelia, Grupo Fasciata, com alto suporte
estatistico de Probabilidade posterior - PP (0,90PP na arvore 1 e 1/PP na
arvore 2). O grupo M. capixaba forma um subclado bem sustentado
estatisticamente (1/PP), com uma divisdo principal em dois clados (0,86 e
0,98/PP). Estes grupos sao coincidentes com a principal separagéo verificada
na rede de haplétipos para a espécie e congruente com uma certa separagao

geografica.

A espécie M. scutellaris aparece como grupo parafilético dentro do clado
(M. scutellaris, M. capixaba). Uma politomia (incluindo o clado M. capixaba)
separa as amostras de M. scutellaris em pelo menos trés ramos formando
grupos diferentes em M. scutellaris. O primeiro destes ramos tem alto suporte
estatistico (1/PP) e reune a maioria das sequéncias de M. scutellaris, formando
dois grupos coincidentes com a rede de haplétipos (G1 e G2). O grupo 1 reune
amostras coletadas na regido mais litoranea da area de distribuicdo geografica
da espécies, com individuos amostrados desde o sul da Bahia, passando por
Sergipe e Pernambuco, até o sul da Paraiba. O grupo 2 reune individuos
amostrados no extremo norte da distribuicdo geografica da espécie, incluindo
as regides litoraneas e as areas interioranas de brejos de altitude do estado da

Paraiba.
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Figura 1. Arvore consenso de maioria do conjunto de cadeias de Markov, cada
conjunto com 10.000.000 de geragdes para MCMC, eliminando-se 25% das
arvores iniciais de cada uma, reconstruida por inferéncia bayesiana utilizando
sequéncias dos genes mitocondrial COl e nuclear EF1alfa. Os numeros a

esquerda dos nos indicam probabilidade posterior para os clados.
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O segundo ramo tem baixo suporte estatistico (0,53/PP), mas reune dois
grupos também coincidentes com a rede de haplotipos, ambos bem suportados
estatisticamente (G3a, 1/PP e G3b, 0.99/PP) que reunem amostras coletadas
nas regides da chapada da Bahia, nas areas mais interioranas da distribuicao
geografica da espécie. O terceiro ramo relativo a M. scutellaris € bem
sustentado (1/PP) e coincide com o grupo 4 identificado na rede de hapldtipos
reunindo amostras coletadas no extremo sul da distribuicdo geografica no
estado da Bahia, em regides também de altitude mais elevadas em

comparagao com as amostras mais litoraneas.

Outro aspecto interessante revelado pela hipdtese filogenética
apresentada é a concordancia entre os clados monofiléticos e a distribuicéo
geografica das espécies. Considerando apenas o grupo Fasciata, subgénero
Michmelia, nota-se a formagao de dois clados monofiléticos. O clado nomeado
Clado Mata Atlantica (1/PP) reune exatamente as espécies M. capixaba e M.
scutellaris, unicas espécies deste grupo a ocorrer no bioma Mata Atlantica. O
segundo nomeado Clado América Central, (0,95/PP na arvore 1 e 0,99PP na
arvore 2) agrupa individuos com ocorréncia geografica nesta regido do
continente americano. Individuos coletados da regido Amazdnica contém
apenas trés amostras e, por isso, ndo representam bem as espécies que

ocorrem neste bioma.

4.3. Divergéncia Genética e Estruturacdo Geogréfica

Arvores filogenéticas ndo enraizadas considerando todos os diferentes
haplétipos mitocondriais de ambas as espécies e redes de haplotipos
mitocondriais considerando todos os individuos amostrados também sugerem
estruturagcdo espacial das linhagens mitocondriais. Para as arvores nao
enraizadas consideramos apenas os dados mitocondriais, uma vez que nao ha
diferencas informativas nos genes nucleares analisados. As redes de
haplétipos foram igualmente reconstruidas considerando apenas as sequéncias
CO1, todas as amostras, 44 colbnias da espécie M. capixaba e 103 coldnias da
espécie M. scutellaris, amostradas ao longo de toda a area de ocorréncia

geografica conhecida das duas espécies.
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Os modelos evolutivos considerados nas analises de Maxima
Verossimilhanga e Bayesiana foram HKY+| para a espécie M. capixaba e
GTR+l para a espécie M. scutellaris, conforme critérios AIC obtidos pelo
ModelTest e mrModelTest.

Para a espécie M. capixaba, tanto a arvore de Maxima Verossimilhanga
como a de Inferéncia Bayesiana apresentam dois grupos bem suportados com
altos valores de probabilidade posterior e de bootstrap (Fig. 2a). A rede de
hapldtipos para a espécie M. capixaba (Fig. 2b) recupera os mesmos grupos da
arvore filogenética, com uma separagao de trés passos mutacionais, a maior
na rede de haplétipos, entre os haplétipos considerados no grupo 1 e os

haplétipos considerados no grupo 2.

Os grupos considerados nas analises filogenéticas e na rede de
hapldtipos coincidem com uma distribuicdo geografica centro/norte (G1) e
centro/sul (G2) (Fig. 2c). Ndo ha um isolamento entre os dois grupos no centro
da distribuicdo onde ocorrem haplétipos de ambos os grupos, na regidao de
Pedra Azul, municipio de Domingos Martins/ES. No norte e oeste da
distribuicdo ocorrem apenas haplétipos do grupo 1, enquanto no sul ocorrem

apenas haplétipos do grupo 2.

Para a espécie M. scutellaris, tanto a arvore de Maxima Verossimilhanga
como a de Inferéncia Bayesiana apresentam quatro grupos. No entanto, estes
grupos nao sao bem sustentados por altos valores de probabilidade posterior e
de bootstrap (Fig. 3). A rede de haplétipos para a espécie M. scutellaris
também recupera quatro grupos, coincidentes com as analises filogenéticas
(Fig. 4a). Apesar do baixo suporte estatistico apresentado pelos clados na
analise filogenética, os grupos na rede de haplétipos apresentam-se bem
estruturados, com o0s maiores ramos da rede (sete passos mutacionais)

separando cada grupo.

Os grupos recuperados tanto na analise filogenética quanto na rede de
haplétipos também apresenta estruturagdo geografica (Fig. 4b). O grupo 1
apresenta uma distribuicdo mais litoranea, desde o sul da distribuicdo ( na
estado da Bahia) até o norte da distribuicdo no sul da Paraiba. Uma unica

excecao é o representante do haplétipo 12/grupo1 amostrado no municipio de
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Andarai, no interior da Bahia onde, exceto por este haplétipo, € uma regido
exclusiva de haplétipos do grupo 3. O grupo 2 distribui-se quase que
exclusivamente no extremo norte da distribuicdo da espécie, no estado da
Paraiba. Uma unica excecao € um representante do haplétipo 43/grupo2
amostrado na Reserva Biologica de Saltinho, municipio de Tamandaré, litoral
sul de Pernambuco. O grupo 3 distribui-se exclusivamente no interior do estado
da Bahia, em regides de altitude acima de 500/600m, em regibes de chapadas.
O grupo 4 distribui-se exclusivamente no extremo sul da distribuicdo geografica

da espécie, no estado da Bahia.
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Figura 2. (a) Arvore consenso de duas cadeias, cada uma com 3.000.000 de geracdes
para MCMC, eliminando-se 25% das arvores iniciais de cada uma, reconstruida por
inferéncia bayesiana a partir de sequéncias de genes mitocondriais CO1 da espécie
Melipona capixaba. A arvore reconstruida por Maxima Verossimilhanca é compativel
com a apresentada. Os numeros a esquerda dos nos indicam probabilidade posterior e
bootstrap respectivamente (MB/ML). Para melhor visualizagdo da arvore foram
representados apenas os diferentes haplotipos. (b) Rede de haplétipos obtida por
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median-joining network a partir do gene mitocondrial CO1 para a espécie Melipona
capixaba. O tamanho dos circulos representa a frequéncia do haplétipo. As cores
indicam os grupos considerados. (c) Mapa de distribuicao geografica das 44 coldnias
amostradas de M. capixaba. Os circulos no mapa representam o ponto de
amostragem e suas cores se referem aos grupos correspondentes nas analises

filogenéticas (a) e na rede de haplétipos (b).
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Figura 3. Arvore consenso de duas cadeias, cada uma com 3.000.000 de geragdes
para MCMC, eliminando-se 25% das arvores iniciais de cada uma, reconstruida por
inferéncia bayesiana, a partir de sequéncias mitocondriais do gene CO1 da espécie M.
scutellaris. A arvore reconstruida por Maxima Verossimilhangca € compativel com a
apresentada. Os numeros nos noés indicam probabilidade a posteriori e bootstrap
respectivamente (MB/ML). Para melhor visualizagcdo da arvore foram representados
apenas os diferentes haplotipos. As pontas de setas e suas respectivas cores fazer

referéncias aos grupos verificados na rede de haplétipos.
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Figura 4. (a) Rede de haplétipos obtida por median-joining network a partir de genes
mitocondriais CO1 para a espécie Melipona scutellaris. O tamanho dos circulos
representa a frequéncia do haplétipo. As cores indicam os grupos considerados. (b)
Mapa de distribuicdo geografica das 103 col6nias amostradas de M. scutellaris. Os
circulos no mapa representam o ponto de amostragem e suas cores se referem aos

grupos correspondentes na rede de haplétipos (a).
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4.4. Anélises de Variagcdo Molecular AMOVA e indices de fixagao

Considerando como populagdes os grupos de haplétipos formados pelas
analises filogenéticas e rede de hapldétipos, a analise de varidncia molecular

AMOVA foi conduzida com dois niveis hierarquicos, dentro e entre grupos.

Para a espécie M. capixaba a AMOVA indica que a maior parte da
variacéo, 73.31%, é encontrada entre os grupos de haplétipos e 26.6% da
variagdo no DNA mitocondrial de M. capixaba é verificada dentro dos grupos de
haplétipos propostos. O indice de fixagdo ®st calculado foi de 0.73 reforgando

a hipotese de estruturagdo da populagdo de M. capixaba (Tabela 2).

Tabela 2. Analise de varidncia molecular — AMOVA para a espécie Melipona
capixaba, com dois niveis hierarquicos, considerando 0s mesmos grupos

identificados nas analises filogenéticas e na rede de haplétipos.

D Graus de D
Fonte de Variacao Liberdade Porcentagem de Variagéo
Entre grupos de haplétipos 1 73.95*
Dent,ro. dos grupos de 42 26.05*
haplétipos
Total 43

* P < 0,0001. Teste de significancia com 10.000 permutagoes.
Indice de Fixagdo ®sr= 0.73. P < 0,0001.

Para a espécie M. scutellaris, a AMOVA também indica que a maior
parte da variagao, 61.42%, se encontra entre os grupos de haplétipos. Ainda,
38.58% da variagcdo mitocondrial observada entre os haplotipos de M.
scutellaris se encontra dentro dos grupos propostos. O indice de fixagéo
calculado foi de st = 0.61, também corroborando a estruturagdo nos grupos

de haploétipos propostos (Tabela 3).
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Tabela 3. Analise de varidncia molecular — AMOVA para a espécie Melipona
scutellaris, com dois niveis hierarquicos, considerando 0s mesmos grupos

identificados nas analises filogenéticas e na rede de haplétipos.

Fonte de Variacao (Lgirb?el:ZagZ Porcentagem de Variagéo
Entre grupos de haplétipos 3 61.42*

Dentro dos grupos de haplétipos 103 38.58*

Total 106

* P <0,0001. Teste de significancia com 10.000 permutagoes.
Indice de Fixagao ®sr= 0.61. P <0,0001.

A estatistica gy € similar a estatistica Fst (Wright, 1921) porém
estimada para dados moleculares e indica a correlacdo entre haplétipos
escolhidos ao acaso dentro do grupo formado (subpopulagdes) em relagdo ao
total de haploétipos da espécie (populagcdo) (Excoffier et al. 1992). Assim,
quanto maior o numero ®g7 calculado, maior € a estruturagdo do grupo em
relacdo a diversidade total, isto porque os individuos que formam o grupo tém

maior correlagao entre si do que com o total de individuos.

4.5. Estimativas de Diversidade

Para as sequéncias mitocondriais, foram verificados 13 diferentes
haplétipos para as 44 colénias amostradas de M. capixaba, com diversidade
haplotipica Hd = 0.8594 e diversidade nucleotidica m = 0.00317 . Para as 103
colénias amostradas de M. scutellaris foram observados 46 diferentes
haplétipos mitocondriais, com diversidade haplotipica Hd = 0.9751 e 1 =
0.00976. As sequéncias nucleares em M. capixaba foram altamente
conservadas, com apenas duas mutagbes em 944 pb e m = 0.000. Em M.
scutellaris cinco alelos foram observados, com diversidade nucleotidica m =
0.00143.
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O indice de diversidade haplotipica (Hd) indica a probabilidade de dois
hapldtipos escolhidos ao acaso no conjunto de amostras serem diferentes (Nei,
1987). O indice de diversidade haplotipica indica uma maior similaridade entre
os haplétipos mitocondriais em M. capixaba e, sendo assim, uma menor
diversidade genética foi verificada nesta espécie, em comparagdo com a

espécie M. scutellaris.

O indice de diversidade nucleotidica (1) indica o numero médio de
diferengas nucleotidicas entre os hapldtipos calculados par a par (Nei, 1987).
Tanto em M. capixaba como em M. scutellaris foram verificados baixos indices
de variagao entre as sequéncias mitocondriais, com menos de 1% de diferenca
média entre as sequéncias comparadas par a par. Em M. capixaba a diferenca
€ trés vezes menor que em M. scutellaris, apenas 0.3% de diferencas
nucleotidicas contra, em média, 0.9% de diferengca entre as sequéncias

mitocondriais de M. scutellaris.

4.6. Datacao Molecular e tempo de divergéncia

As analises de datacdo molecular indicam que as idades ancestrais
comuns mais recentes Tnca para os diferentes clados variam entre idades mais
antigas no Mioceno e Plioceno, até datas mais recentes no Pleistoceno (Tabela
4).

Segundo datacbes obtidas com o R8s, o clado que reune o género
Melipona foi estimado como tendo Tmca ha 16 Milhdes de anos atras (Maa), no
Mioceno. Para a espécie M. capixaba 0 Tmya foi estimado em 1,19 Maa, no
Pleistoceno. Para os grupos dentro de M. scutellaris 0 Tryca vVaria entre 650 mil
anos a 1,26 Maa. Um unico grupo (3a) foi datado de 3.69 Maa. No entanto,
esse clado ndo foi bem sustentado estatisticamente e é provavel que essa

datagdo ndo esteja adequada, exigindo uma melhor amostragem para este
grupo.
Uma vez que M. scutellaris ndo forma um grupo monofilético o T para

espéecie remete ao Trca dO clado Mata Atlantica, que reune o ancestral comum

mais recentes de ambas as espécies M. capixaba e M. scutellaris, com Tpmca
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estimado em 4,43 Maa. A data do clado América Central foi estimado em 3,47

Maa. Os Tnrca calculados pelo BEAST, mostram datas geralmente mais antigas

para todos os clados inferidos.

Tabela 4. Tempo até o ancestral comum mais recente (Tmrca) em milhdes de

anos atras, estimados para cada clado de interesse.

Tmrca (Milhdes de anos atrés)

Clado

Género Melipona
Melipona capixaba
Grupo 1

Grupo 2

Melipona scutellaris
Grupo 1

Grupo 2

Grupo 3a

Grupo 3b

Grupo 4

Clado Mata Atlantica
Clado América Central

r8s Beast

meédia intervalo de confianga

95% inferior  95% superior

16,88 16,28 14,86 17,77
1,19 3,43 1,26 6,02
0,62 224 0,2 5,04
0,6 3,92 1,41 6,93
1,26 3,99 1,93 6,38
0,85-2.89 3,02 1,22 4,95
3,69 1,95 042 3,98
0,64 1,55 0,15 3,67
0,92 2,15 0,34 4,45
4,43 7,23 4,48 10,08
3,46 6,77 3,59 10,11
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5. DISCUSSAO
5.1. Relacdes filogenéticas

A arvore filogenética apresentada confirma a hipotese levantada por
Moure e Camargo (1994) sobre a relagao de espécies irmas entre M. capixaba
e M. scutellaris mostrando que além da semelhanga morfologica as espécies
também sdo proximas genética e evolutivamente. A possibilidade de
intercruzamento entre essas espécies, inclusive gerando descendentes férteis
(veja capitulo 3), também confirma tal proximidade filogenética, como sugerido

por Nascimento et al. (2000)

A nao moncdfilia do grupo M. scutellaris mostra a existéncia de grupos
divergentes que devem ser tratados como unidades separadas em programas
de conservagao da espécie. Os genes nucleares que utilizamos sdo muito
conservados sugerindo um processo de especiagao recente do grupo M.
capixaba e M. scutellaris. Mesmo entre M. capixaba e M. scutellaris ha pouca
diferenga para o gene EF1alfa e nenhuma para o gene POL2. Ainda assim, das
cinco variantes alélicas verificadas para o gene EF1a em M. scutellaris, pelo
menos uma variante alélica é exclusiva do grupo 3 e 4, mostrando um possivel
isolamento destas populagdes ndo s6 em relagdo ao mtDNA, mas também no

genoma nuclear.

E bastante provavel que as populagbes divergentes das regides de
chapada da Bahia e do extremo sul da Bahia sejam também consideradas
como em alto risco de extincdo, dadas a reduzida area de ocorréncia e

reduzido tamanho populacional destes grupos.

5.2. Eventos de especiacéao

As datacdes moleculares estimadas para os clados estudados permite
reconstruir uma hipétese evolutiva baseada em expansao populacional e
vicariancia como determinantes nos processos de especiagdo no grupo

Fasciata, subgénero M. Michmelia.
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As abelhas em geral estabeleceram uma relacdo de interdependéncia
com as plantas fanerégamas para a coleta de recursos tais como polen, néctar
e resinas. Além disso, as abelhas do género Melipona fundam seus ninhos nos
ocos dos troncos das arvores, com excegao de M. quinquefasciata que funda
ninhos no solo. Desta forma, florestas estaveis onde as arvores sido mais
velhas oferecem troncos mais adequados para o estabelecimento de novos
ninhos, especialmente para as espécies de abelhas mais robustas como a M.
capixaba e M. scutellaris.

Os processos que influenciam na expansao ou reducido das areas
ocupadas por florestas vao influenciar diretamente também as populacdes de
abelhas desses ambientes, permitindo sua expansao populacional ou

determinando a fragmentagé&o e isolamento das populagdes.

Nossa datacdo molecular indica que o ancestral comum mais recente
entre as espécies do género Melipona data de 16 milhdes de anos atras (Maa),
coincidente com o estimado por Ramirez et al (2010). DaSilva e Pinto-da-
Rocha (2011), citando Morley (2000) declaram que o estabelecimento das
florestas tropicais na América do Sul se deu especialmente no final do
Paleoceno, inicio do Eoceno (50 Maa) com a predominancia de um clima
quente e umido que permitiu a recuperagdo da biodiversidade das
amgiospermas depois da grande extingdo do fim do Cretaceo. Floresta umidas
na América do Sul ocorriam de forma continua do Pacifico ao Atlantico e eram

ainda mais extensas que as atuais durante o Mioceno Médio (16 - 10 Maa).

Tais florestas extensas e continuas que ocupavam a América do Sul
durante o Mioceno Médio coincidem com o periodo estimado para o ancestral
comum do género Melipona. Isso permitiu que as linhagens ancestrais se

dispersassem também por toda a extensa e continua floresta deste periodo.

Ainda citando Morley (2000) e DaSilva e Pinto-da-Rocha (2011), a partir
do Plioceno (~5 Maa), o resfriamento e ressecamento global e os ciclos
interglaciais causou a redugédo e fragmentacdo desta floresta continua que
ocupava a América do Sul, com expansado de areas abertas savanicas, na

América do Sul representadas pela "Diagonal de formacgdes abertas" formadas
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pelos biomas da Caatinga, Cerrado e Chaco, separando definitivamente a Mata

Atlantica.

Tais eventos que influenciaram a formagao e evolugao do bioma Mata
Atlantica parece ter influenciado diretamente a evolugédo das linhagens de M.
capixaba e M. scutellaris (Figura 5). A datagdo para o ancestral comum mais
recente entre as espécies M. capixaba e M. scutellaris sugere que a génese da
Mata Atlantica a partir da expansao da "Diagonal de formacdes abertas" foi o
evento de vicariancia que resultou no isolamento da linhagem ancestral dessas

especies.

Neste mesmo periodo também foi datado o ancestral comum mais
recente entre as espécies de Mata Atlantica e as espécies que ocupam a
América Central (4 Maa) reforgando a hipotese de isolamento dos grupos nos
diferentes ambientes. A partir de 3,5 a 3,0 Maa ocorre a formagao do Istmo do
Panama, conectando a América do Sul e América Central, o que permitiu a
troca entre a fauna e flora destes ambientes (Coates et al, 1992; Burnham e
Graham 1999; Lavina e Fauth, 2011). O clado entre as espécies que ocorrem

na América Central foi datado em 3.46 Maa.

A partir do Pleistoceno (~2,5 Maa) os ciclos glaciais-interglaciais
provocaram diferentes épocas de aquecimento e resfriamento do globo,
causando diferentes momentos de expansido e retracdo das florestas. Nos
periodos mais frios e secos, as florestas na Mata Atlantica se reduziam a
fragmentos mais ou menos extensos dependendo da regido, formando os
chamados Refugios Vegetacionais do Quaternario (Haffer, 1969; Brown Jr. &
Ab’Saber, 1979). A teoria dos refugios pode explicar a divergéncia genética dos
grupos verificados tanto em M. capixaba como em M. scutellaris. Os grupos
verificados nas analises filogenéticas possuem Tqca €stimados entre 600 mil

anos a 1,26 Maa, coincidindo com os periodos de glaciagao do Quaternario.
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Figura 5. Arvore consenso de maioria de dois conjuntos de cadeias de Markov, cada
um com 10.000.000 de geragdes para MCMC, eliminando-se 25% das arvores iniciais
de cada, reconstruida por inferéncia bayesiana, a partir de sequéncias mitocondriais
CO1 e nucleares EF1alfa, apresentando a datagado molecular estimada com o r8s para
os clados de interesse. Os numeros préximos aos nos indicam tempo de divergéncia

em milhdes de anos atras.
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Carnaval et al. (2009) predizem a ocorréncia de um grande e estavel
refugio durante o Pleistoceno, nomeado pelos autores de Refugio Bahia, e
outro refugio também estavel para a regido de Pernambuco, isolados um do
outro durante os periodos de glaciacdo. Considerando a espécie M. scutellaris,
a formacédo dos grupos 1 e 2 em M. scutellaris coincide com o modelo
Carnaval-Moritz. O Grupo 1 (1,26 Maa) e o Grupo 2 (850 mil anos) pode ser
explicados pela manutencdo de populagdes isoladas nos diferentes refugios,

G1 no refugio Bahia e G2 no refugio Pernambuco.

Entretanto, populagbes que estdo hoje mais préximas geograficamente
do Grupo 1, como G3 e G4 formam clados isolados geneticamente e, por isso
nao podem ser explicados pela manutencao de populagdes no refugio Bahia,
senao, era de se esperar que os haplotipos que formam G1, G2 e G3, fossem
relacionados devido a permanéncia neste refugio. Assim, o modelo Carnaval-
Moritz para o refugio Bahia ndo explica a divergéncia verificada nos grupos 3 e
4 de M. scutellaris. E possivel que as linhagens ancestrais desses grupos
tenham se mantidos em refugios diferentes, isolados do refugio Bahia, talvez
em areas mais altas ja que hoje as populagdes ocupam exclusivamente as

regides das chapadas da Bahia.

As linhagens ancestrais que resultaram na especiacédo de M. capixaba
também devem ter se refugiado em areas diferentes destes refugios centrais
da Bahia e norte do Pernambuco. Hoje a espécie € endémica de regides de
altitude e clima mais frio e € possivel que as populagdes ancestrais ocorreram
em refugios mais proximos a Serra do Mar, na regido do sul do Espirito Santo e
Norte do Rio de Janeiro. Resende et al. (2010) sugere a ocorréncia de
possiveis pequenos refugios ocorrendo ao sul do Rio Doce para explicar o
isolamento e divergéncia de linhagens estruturadas da formiga gigante
Dinoponera lucida. A especiagao de M. capixaba e a separagdo em dois grupos
G1 (620 mil anos) e G2 (600 mil anos) corrobora essa hipétese de pequenos
refugios isolados ao sul do refugio Bahia. Apesar de estarem ocorrendo em
uma mesma area hoje, € possivel que no passado as linhagens tenham se
isolado nestes possiveis refugios, promovendo a estruturacdo observada em

M. capixaba.
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Assim, uma hipotese de expansao e vicariancia para histéria evolutiva
das abelhas endémicas da Mata Atlantica M. capixaba e M. scutellaris pode ser
tracada em trés momentos distintos, (i) evento de expanséo populacional das
linhagens ancestrais durante o Mioceno em areas com extensas florestas
umidas permitiu a ocupacao de diferentes areas da América do Sul; (ii) evento
de vicariancia do Plioceno (4-5 Maa) que isolou a Mata Atlantica isolou nesse
ambiente a linhagem ancestral das espécies M. capixaba e M. scutellaris, (iii)
eventos de vicariancia durante o Pleistoceno isolou as linhagens ancestrais que
divergiram nos atuais grupos de M. scutellaris (650 mil a 1,2 Maa) e a na

especiacao de M. capixaba (1,2 Maa).

5.3. Unidades de manejo e populagdes para conservacao.

Tanto os valores de ®sr calculados como o resultado da AMOVA
indicam a necessidade de manejo para a conservagcdo das populagdes
considerando a estruturagcdo das populagdes. Uma populacdo de conservacgao
que fosse estabelecida apenas com representantes de um dos grupos estaria
preservando apenas parte da variagcao e individuos altamente correlacionados.
Uma vez que a maior parte da variagao foi verificada entre os grupos
propostos, populagdes de conservagcao devem considerar a preservagao do

maximo de variabilidade representando todos os grupos de subpopulagdes.

Uma baixa diversidade genética foi verificada tanto em M. scutellaris
como em M. capixaba, sendo que nesta ultima a diversidade nucleotidica (11) é
trés vezes menor, ™ = 0.00976 e 1 = 0.00317, respectivamente. Valores abaixo
de 1% de 1 no DNA mitocondrial tém sido verificados em diferentes
populagdes de abelhas. Magnus et al. (2011) estimou 1 = 0.00352 para
populagdes de Apis mellifera nos Estados Unidos. Populagbes de A. mellifera
da Turquia apresentaram ™ = 0.01 (Solorzano et al. 2009) e Tan et al. (2007)
estimou 1 = 0.0056 para populagdes de Apis cerana em diferentes localidades
da China. Francisco et al. (2010) estimou 1 = 0.00819 para populagbes de
Plebeia remota e Batalha Filho (2010) estimou 1 = 0.00547 para populagdes

de Melipona quadrifasciata ambos no Brasil.
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A diversidade genética mitocondrial em abelhas de um modo geral, € em
especial nas espécies M. capixaba e M. scutellaris, pode ser considerada baixa
se considerada a média estimada para os invertebrados, de 7.67% (Bazin et al.
2006). No entanto, considerando a classe Insecta, a média estimada por estes
autores esta entre 0,5% a 1% de diversidade genética mitocondrial, compativel

com o observado em abelhas.

Uma comparacéao interessante € analisar a diversidade encontrada em
populagdes naturais versus a verificada em colénias manejadas nos
meliponarios. Santiago et al. (2010) comparou populagdes de Tetragonisca
angustula e T. fiebrigi em meliponarios e na natureza. Eles verificaram que a
diversidade nucleotidica mitocondrial dos genes COIl e CytB foi de m = 0.00157
em meliponarios, enquanto 1 = 0.00968, seis vezes maior em populag¢des

naturais.

Em M. capixaba, verificamos que a diversidade genética em colbnias de
melipdnarios é de ™ = 0.00317 enquanto em colbnias naturais 1 = 0.00402 (1.2
vezes maior), isso considerando a média de todos os meliponarios. Quando
estimamos a diversidade nucleotidica em um unico meliponario, esta pode ser
zero, uma vez que as colbénias amostradas possuem o mesmo haplétipo
mitocondrial. Em M. scutellaris ndo amostramos colénias naturais para a
comparagao, mas também verificamos a ocorréncia do mesmo haplétipo em

todas as colénias amostradas em um mesmo meliponario.

A auséncia ou reduzida diversidade genética verificada em um mesmo
meliponario é resultante do manejo das colénias. E pratica comum os
meliponicultores obterem uma ou poucas matrizes e aumentar o numero de
colbénias a partir de divisdo. Assim, um meliponario pode ter muitas colonias,
porém nenhuma ou reduzida diversidade genética entre as suas colénias. Isso
reforca a necessidade de formacgdo de populagdes conservacionistas e da
reintroducdo de colénias em areas de protecdo ambiental, orientadas por
estimativas de diversidade genética que permitam a representagdo do maximo

de diversidade genética disponivel.

Populagbes de uma mesma espécie podem ser substancialmente

diferentes, em termos genéticos, a ponto de ser justificavel o seu manejo de
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forma independente (Galetti Jr. et al 2008). Unidades de Manejo podem ser
definidas como populagbes de uma mesma espécie entre as quais o grau de
conectividade é suficientemente baixo (reduzido fluxo génico) de modo que
cada populagédo deve ser monitorada e manejada separadamente (Palsbgll et
al. 2006).

Ha controvérsias quanto a definicdo de unidades de manejo para a
conservagao. Moritz (1994) sugere a utilizacdo de marcadores moleculares
para a definicdo de "unidades evolutivamente significativas" - ESU, e
estabelece como critérios a reciprocidade monofilética para os haplétipos
mitocondriais, isto €, ndo sobreposicao entre as populagdes, e significante
divergéncia nas frequéncias dos loci nucleares. Moritz ainda considera uma
diferenca entre Unidades de Manejo (MU) e ESU, sendo que MU podem ser
definidas quando populagbes apresentam significante diversidade mitocondrial
ou nuclear, independentemente de sua distingao filogenética. Neste caso, ESU
se refere a populagdes com isolamento histérico e MU populagbes com

isolamento recente.

Crandall et al (2000) consideram que os critérios para se definir uma
populacdo como ESU deve levar em consideragdo ndo somente dados
genéticos, mas também dados ecoldgicos e seus significados adaptativos. Tal
definicdo de unidades de manejo esta baseada na permutabilidade ecolégica
ou genética das populacdes, isto é, na possibilidade de substituir uma
populacdo por outra. Se duas populagcbes estdo adaptadas a ambientes
similares, logo elas sdo permutaveis, se estdo adaptadas a ambientes

diferentes nao sao ecologicamente permutaveis (Frankham et al, 2008).

Na pratica, a definicdo de unidades de manejo visa concentrar esforgos
na conservagao de populagdes avaliando os custos, ou seja, se € mais viavel
conservar duas populagbes isoladas e maneja-las separadamente n&o
misturando os individuos das duas populacdes, ou se é mais viavel conservar
uma populagdo que tenha mais chance de se manter em longo prazo, ou
mesmo promovendo o contato entre individuos de diferentes populagcdes
buscando aumentar a variabilidade local com fonte exdgena de variabilidade

genética.
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Para a populagao de M. capixaba, ndo parece que o isolamento genético
verificado entre os grupos possa ser interpretado de modo a considerar os
grupos formados como populagdes suficientemente isoladas para que sejam
consideradas como ESU. Ainda que se verifique a formagado de grupos
reciprocamente monofiléticos considerando os haplétipos mitocondriais, ndo ha
divergéncia nuclear que indique a auséncia de fluxo génico entre as
populacdes. E considerando questdes adaptativas, aparentemente ndo ha
diferengas ecoldgicas entre os ambientes ocupados pelas populagdes de M.

capixaba.

Para as populagcbes de M. scutellaris, especialmente o grupo 3 e 4
ocorrem geograficamente mais isolado dos outros grupos, no interior do estado
da Bahia, em regides de altitudes mais elevadas. Neste caso, é possivel que
haja adaptagdes ecoldgicas diferenciadas em relagdo aos demais grupos mais
litoraneos. Além disso, apesar da pouca variabilidade genética verificada nas
sequéncias nucleares estudadas, pelo menos uma variante alélica € exclusiva
dos grupos 3 e 4, mostrando um possivel isolamento destas populagdes

também no genoma nuclear.

Estudos com marcadores microssatélites e ISSR com populag¢des de M.
scutellaris da Bahia indicam a mesma diferenciagéo entre grupos do litoral e de
regides de altitude do interior da Bahia (dados nao publicados de Mara Garcia

Tavares e Ana Maria Waldschmidt).

Uma vez que colbnias naturais estdo cada vez mais escassas,
programas de reintrodugdo em locais protegidos € uma importante estratégia
de conservagao destas espécies. Neste ponto, as colénias hoje manejadas em
meliponarios sdo importante fonte de variabilidade que podem ser aproveitadas

como matrizes para a formacao de tais populagdes de conservacao.

Considerando a variabilidade haplotipica observada e a correlagdo dos
hapldtipos dentro e entre os grupos de haplotipos formados, diferentes
populacdes de conservacdo podem ser iniciadas em areas de preservacao

permanentes dentro da area de ocorréncia natural das espécies.
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Para a espécie M. capixaba, considerando que (i) ndo ha indicios de
auséncia de fluxo génico em relagcdo ao DNA nuclear; (ii) n&do ha razdes para
considerar diferengcas adaptativas entre os dois grupos formados; sugere-se
que populagdes de conservagdo podem ser formadas agrupando em uma
mesma populagdo o maximo da variabilidade disponivel em colbnias
manejadas nos meliponarios. Esta populacdo devera se iniciada com pelo
menos 13 colbnias, uma representante de cada um dos 13 diferentes
haplétipos mitocondriais observados. Um local adequado para a instalagao
desta populagdo de manejo e manutencdo da espécie M. capixaba seria o
Parque Estadual de Pedra Azul, municipio de Domingos Martins, Espirito
Santo. Outros possiveis locais protegidos de conservacdo da espécie foram

sugeridos no capitulo 1.

Para a espécie M. scutellaris, considerando que (i) ha pelo menos algum
indicio de reduzido fluxo génico tanto mitocondrial como nuclear; (i) a
estruturacdo mitocondrial observada deve ser resultado de isolamento
histérico, (iii) considerando as diferengas ecologicas e possiveis adaptagdes
locais especialmente em relagdo a grupos do interior e grupos litoraneos;
sugere-se que se formem diferentes populagdes de conservagao da espécie M.
scutellaris considerando, pelo menos, os grupos formados nas analises

mitocondriais e a diversidade haplotipica dentro de cada grupo.

Algumas areas interessantes podem ser citadas como possiveis locais
para implantacdo e manejo de populagdes para a conservagado da espécie M.
scutellaris. Parque Nacional da Serra de Itabaiana - Sergipe, Area de Protecdo
Ambiental de Murici - Alagoas e Reserva Biolégica de Saltinho - Pernambuco,
para haplotipos do Grupo 1. Reserva Bioldgica Guaribas - Paraiba, para
haplétipos do Grupo 2. Parque Nacional da Chapada Diamantina, Babhia,
especialmente para haplétipos dos Grupos 3 e 4. Dada a grande extenséo da
area de ocorréncia da espécie M. scutellaris se faz necessario um estudo mais
detalhado sobre areas de preservagao ambiental permanente com potencial
para se implantar populagdes conservacionistas da espécie bem como locais

preservados onde ainda possam ser encontradas colOnias nativas da espécie.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A area de ocorréncia natural das espécies M. capixaba e M. scutellaris
tém sofrido redugao continua nos ultimos anos, reduzindo consequentemente o
numero de colbnias na natureza. M. capixaba ocorre atualmente em area
restrita do Espirito santo, estimadas em menos de 5.000 Km? (capitulo 1 desta
Tese). M. scutellaris, cuja ocorréncia ja foi verificada em todo o Nordeste
brasileiro (Mariano Filho, 1911 apud Carvalho, 2000), parece nao mais ocorrer
no Rio Grande do Norte, e a distribuicdo geografica atual esta limitada as
regides litordneas da Bahia a Paraiba e em regides mais altas como as
chapadas da Bahia e brejos de altitude do Pernambuco e Paraiba. Apesar de
ser amplamente criada por meliponicultores em diferentes localidades o
numero de colbnias naturais da M. scutellaris parece estar drasticamente

reduzido.

O intenso desmatamento da Mata Atlantica tem diminuido e fragmentado
as populagdes naturais dessas abelhas. Além disso, tanto nas regides de
ocorréncia geografica natural como em outras regides ha um crescente
interesse pela criagdo destas abelhas, seja devido a sua beleza, seja devido a
exploragdo comercial de colénias e mel, muitas vezes apreciado por seu sabor
diferenciado. Com isso, muitas colénias foram retiradas da natureza nos
ultimos anos e grande parte das col6nias remanescentes se encontra nas

maos de criadores.

E senso comum entre os coletores de abelhas que esta cada vez mais
dificil encontrar colénias naturais tanto da urugcu nordestina quanto da urucu
capixaba. Por outro lado verifica-se o esforco dos criadores mais experientes e
das associacdes de apicultores e meliponicultores em desestimular a pratica de
retirada de colénias da mata, difundindo técnicas adequadas de manejo e

multiplicagdo das coldnias.

Apesar de a criagdo racional destas abelhas representar um esforgo
extremamente valido para a conservagdo das espécies manejadas, nem
sempre a criacdo € praticada adequadamente, colocando em risco a
sobrevivéncia das colénias em seus criadouros. Além disso, normalmente o

estabelecimento de criadouros ndo é acompanhado de estudos das colbnias e
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sua variabilidade e Vviabilidade genética, formando assim populagdes
aparentadas fruto da divisdo de colbnias, o que aumenta os efeitos da

endogamia.

Caliman (2008), por exemplo, considerado o maior criador da abelha M.
capixaba, relatou sua experiéncia bem sucedida de criagéo racional em informe
intitulado "Esta salva, geneticamente, a M. capixaba". Conforme ele declara,
sua criagao comegou com trés coldnias, chegando a 60 colénias oriundas de
divisdo. Por isso, apesar de reconhecer o positivo esforco de conservacéo,
temos de discordar do Sr. Caliman em considerar que tal populagdo, com tao
restrita fonte de variabilidade possa representar a "salvagdo" genética da

especie.

O estabelecimento de populagdes conservacionistas deve favorecer a
manutencdo das espécies em longo prazo, preservando a variabilidade
genética e a viabilidade das espécies. Isso s6 é possivel com estudos a
respeito da variabilidade genética existente, priorizando a manutencado de
populagcdes com o maximo da diversidade disponivel. Além disso, a pratica
pessoal de criagcdo ndo pode substituir programas mais amplos e duradouros
de conservacao que priorizem a manutencdo e conservacao de coldénias em
suas regides geograficas de ocorréncia natural e em areas de preservagéo

permanentes.
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CAPITULO 3. NOVO REGISTRO DE HIBRIDACAO ENTRE AS
ABELHAS Melipona capixaba e Melipona scutellaris
(Hymenoptera: Apidae)

1. RESUMO

Apresentamos um novo registro de hibridagdo entre as abelhas brasileiras
sem ferrdo Melipona capixaba e M. scutellaris. Uma possivel coldnia hibrida foi
observada no estado de S&o Paulo, sudeste brasileiro, fora da area de
ocorréncia das duas espécies. Foram realizadas comparagdes morfoldgicas e
analises de DNA por sequenciamento parcial dos genes mitocondrial CO1 e
nuclear EF1alfa. Os resultados confirmaram a hibridacdo entre as espécies,
indicando que um macho de M. scutellaris cruzou com uma rainha de M.
capixaba. Hibridos de segunda geracao foram observados, possivelmente pelo
cruzamento entre fémeas hibridas e machos de M. scutellaris, indicando que as
fémeas hibridas sao férteis. A hibridacido das espécies pode representar um
fator de risco a mais para a conservagao de populagbes da M. capixaba,

espécie ameacgada de extingao.
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2. INTRODUCAO

A hibridacao interespecifica tem sido considerada como um importante
mecanismo evolutivo tanto em plantas como em animais (Arnold, 2006).
Especialmente em plantas, diferentes casos de especiagdo por hibridagao ja
foram bem documentados. Tal processo geralmente ocorre com o
desenvolvimento de isolamento reprodutivo em simpatria e a especiacdo por
hibridacao natural parece ser promovida por evolugdo cromossémica rapida e

disponibilidade de habitat adequado para o hibrido (Rieserberg, 1997).

Se por um lado a hibridacdo natural ocorre como um mecanismo
evolutivo de especiagcao simpatrica, a hibridagdo entre espécies alopatricas
devido a introducao de espécies exodticas tem sido vista como um potencial
risco a manutencido das espécies locais, especialmente nos casos em que
envolvem hibridagdo entre espécies raras e espécies mais amplamente
distribuidas. Levin et al. (2002) sugerem que a hibridacdo € uma ameacga
crescente e fator de extingdo de espécies raras devido a perturbacdo de
barreiras ecoldgicas por atividades humanas com consequente introducédo de

espécies congenéricas abundantes nos locais de endemismo.

Melipona (Michmelia) capixaba Moure & Camargo (1994), popularmente
conhecida como urugu-preta ou urugu capixaba, foi incluida como “espécie
vulneravel” na Lista de Espécies Ameagadas de Extingdo editada pelo IBAMA
em 2003. Nossos dados indicam a sua ocorréncia restrita a uma area estimada
menor que 5.000 Km? no estado do Espirito Santo, em areas de Mata Atlantica
- Floresta Ombrdfila Densa tipo Montana, entre altitudes de 800 e 1200 metros

(veja Capitulo 1)

Melipona (Michmelia) scutellaris Latreille, 1811, a urugu-verdadeira ou
urugu-do-nordeste, originalmente distribuia-se desde a Amazdnia até o estado
da Bahia (Mariano Filho, 1911 apud Carvalho, 2000). No entanto, ¢é
possivel que colbénias de M. scutellaris ndo sejam mais encontradas
naturalmente no Rio Grande do Norte, e a distribuicdo geografica atual esta
limitada as regides litoraneas do nordeste brasileiro, da Bahia a Paraiba e
também em regides mais altas como as chapadas da Bahia e brejos de altitude

do Pernambuco e Paraiba.
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As duas espécie ocorrem de forma alopatrica em areas de Mata
Atlantica, separadas por mais de 500 km de disténcia, ndo havendo zona de
contato e, consequentemente, ndo havendo oportunidade de ocorrer hibridacéo
na natureza.

O primeiro e, até entdo, unico registro de ocorréncia de hibridagao entre
as espeécies M. capixaba e M. scutellaris foi relatado por Nascimento et al.
(2000) tendo ocorrido entre coldnias experimentais mantidas em Uberlandia,
Minas Gerais, Brasil, fora do local de ocorréncia natural de ambas as espécies.
O fato foi suspeitado quando operarias de uma das colénias de M. capixaba
apresentaram listras abdominais brancas semelhantes as encontradas em M.
scutellaris, em oposicao ao abdémen preto brilhante tipico de M. capixaba. Os
autores confirmaram a hibridacdo comparando os perfis de migracéo
eletroforética de esterases das duas espécies e da colonia suspeita de
hibridagao e verificaram que a colbénia hibrida apresentava perfil eletroforético

intermediario entre as espécies.

Um novo caso suspeito de hibridacdo nos foi informado quando duas
colonias de M. capixaba foram adquiridas por um criador de abelhas do estado
de Sao Paulo, Brasil. As col6nias foram levadas para seu meliponario onde ja
se encontravam colénias de M. scutellaris. Conforme relatado pelo
meliponicultor, uma das rainhas morreu durante o transporte das coldnias e,
apo6s formar uma nova rainha, as operarias nascentes filhas desta nova rainha
apresentaram faixas abdominais brancas tipicas de M. scutellaris. Ao verificar o
fato, o meliponicultor sacrificou a rainha da colénia supostamente hibrida na

tentativa de recuperar a colénia de M. capixaba e uma nova rainha foi formada.

Quando tivemos acesso a colbnia, verificamos que todas as operarias
apresentavam faixas abdominais brancas e, portanto, ndo havia operarias
morfologicamente tipicas de M. capixaba. As abelhas variavam no padrdo de
coloracdo dos pelos. Algumas operarias, aparentemente mais velhas,
apresentavam pilosidade preta e fulvo-clara no mesossoma, caracteristica de
M. capixaba, apesar das faixas abdominais brancas tipicas de M. scutellaris.
Também observamos abelhas mais jovens com a coloragdo dos pelos do
mesossoma predominantemente fulvo-arruivada e faixas abdominais brancas,

padrao de M. scutellaris (Figura 1).
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Melipona capixaba Melipona scutellaris Hibrida

Figura 1. Morfologia comparada de operarias das abelhas sem ferrdo Melipona
capixaba (a-d), M. scutellaris (e-h) e de operarias da colénia hibrida (i-l). a/eli
apresentam o padrdao geral das abelhas; b/f/j apresentam detalhes da
pilosidade do mesonoto; c/g/k apresentam detalhes das faixas pré-marginais
dos tergos metassomaticos; d/h/l apresentam detalhes da pilosidade e da

pigmentacao do integumento do mesonoto e do escutelo.
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Duas hipoéteses foram levantadas com a suspeita de hibridagao:

Hipotese1 - a hibridagdo ocorreu entre as duas espécies sendo que as
operarias mais velhas observadas eram hibridas de primeira geragao
(prole de um cruzamento entre M. capixaba e M. scutellaris) e as
operarias mais jovens eram hibridas de segunda geragéo (prole de um

cruzamento entre rainha hibrida F1 e macho de M. scutellaris).

Hipotese 2 - as operarias com pilosidade padréo de M. capixaba e faixas
abdominais brancas (operarias mais velhas) eram filhas da rainha que
supostamente hibridizou e, as operarias com pilosidade fulvo-arruivadas
e faixas abdominais brancas (operarias mais jovens) eram abelhas de M.
scutellaris puras, sugerindo uma possivel invasdo da colénia por uma

rainha de M. scutellaris.

Wenseleers et al. (2010) demonstraram o parasitismo social em M.
scutellaris, fornecendo evidéncias genéticas de que apds a perda de uma
rainha-mae, coldnias orfas sao invadidas por rainhas independentes que voam
nas proximidades a partir de colmeias nao relacionadas. Em se confirmando a
hipétese 2, teriamos um caso relatado de parasitismo social interespecifico de

rainhas de M. scutellaris invadindo col6nias 6rfas de M. capixaba.

Para testar as hipoteses levantadas ndés comparamos a morfologia
externa de operarias de M. capixaba e M. scutellaris coletadas em areas de
ocorréncia natural com as operarias da colénia supostamente hibrida e também
comparamos o DNA mitocondrial e nuclear dessas abelhas através de

sequenciamento parcial dos genes mitocondrial CO1 e nuclear EF1alfa.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material bioldgico.

Amostras de operarias das espécies M. capixaba, M. scutellaris e da
colonia supostamente hibrida foram coletadas no estado de Sao Paulo, sendo
parte da amostra conservada em alcool absoluto para extragdo de DNA e parte
da amostra sacrificada em camera mortifera com acetato de etila para fixagao.
Os testemunhos foram depositados na colecdo de abelhas do Museu de
Entomologia da Universidade Federal de Vigosa e os materiais conservados
em alcool foram depositados no Laboratorio de Biologia Molecular de Insetos
do Departamento de Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa.
Também foram utilizadas operarias de M. capixaba coletadas no estado do
Espirito Santo e M. scutellaris coletadas nos estados da Bahia, Pernambuco,

Sergipe e Paraiba, areas de ocorréncia natural das espécies.
3.2. Dados morfoldgicos e moleculares

As comparagbes morfologicas foram realizadas com auxilio de

estereomicroscopio.

Para a extracdo de DNA, operarias de cada espécie e da coldnia hibrida
foram submetidas individualmente ao protocolo de extragdo descrito por
Fernandes-Saloméao et al. (2005). Para avaliar a heranga dos genes maternos
foram amplificados fragmentos do gene Citocromo Oxidase 1 (CO1) utilizando
os primers 5- TATCWACHAATCATAAAAATMTTGG-3', 5°-TAAACT
TCWGGATGWCCAAAAAATCA-3" modificados a partir de Folmer et al. (1994)
e 5-ATAATTTTTTTTATAGTTATAC-3", 5-GGAAAAAAAGTTATATTAACWC-
3" (Ramirez et al., 2010). Para estudar a heranga dos genes paternos foram
amplificados fragmentos do gene nuclear EF1alfa com os primers 5°-
GGGYAAAGGWTCCTTCAARTATGC-3" e 5-AATCAGCACCTTTAGGTGG-3’
(Ramirez et al., 2010). As condigdes de PCR consistiram em um passo inicial
de desnaturacao de 5min a 94°C, 35 ciclos de 94°C por 30 s, 49°C a 52°C por
1min para anelamento dos primers, 72°C por 1min e 30s para extensao, com
passo final de extensdo a 72°C por 5 min. As rea¢cdes foram conduzidas em

placas de 96 pocos, cada pogo com volume final de 50 ul de PCR mix contendo
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50ng/tubo de DNA total, 1X de tampéao de reacao, 1.5mM de MgCl,, 200 uM
da mistura de dNTPs, 0.3 uyM da mistura de primers e 1u de Platinum® Taq
DNA Polymerase.

As sequéncias foram obtidas pela empresa Macrogen Inc. Seul, Coréia,
em sequenciador automatico a partir do produto PCR purificado. Todas as
sequéncias foram analisadas e editadas visualmente e as sequéncias
consenso obtidas com auxilio do pacote phredPhrap/Consed (Ewing et al.,
1998; Ewing & Green, 1998). As sequéncias editadas foram inicialmente
alinhadas usando ClustalW (Higgins et al., 1994) com auxilio do MEGA verséo
5 (Tamura et al. 2011)

3.3. Andlises de similaridade

A partir do alinhamento das sequéncias de CO1 um dendrograma de
similaridade foi construido utilizando o algoritmo UPGMA (Sneath e Sokal,
1973; Nei e Kumar, 2000). O algoritmo UPGMA é um método de distancia para
construgdo de topologias que se baseia em similaridade total e por isso foi
utilizado para comparar a similaridade entre as sequéncias das amostras da
colonia supostamente hibrida e as amostras das espécies M. capixaba e M.
scutellaris. Métodos de Neighbor-Joining e Maxima Verossimilhangca também
foram aplicados, mas como os resultados foram coincidentes com UPGMA nao
foram apresentados. As anadlises foram conduzidas utilizando o MEGA versao 5
(Tamura et al. 2011).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Comparacdes morfoldgicas

Morfologicamente as espécies M. capixaba e M scutellaris podem ser
facilmente diferenciadas pela cor dos pelos abundantes no mesonoto e pela
presencga/auséncia de faixas abdominais brancas (Figura 1a e 1e). Moure e
Camargo (1994) distinguem M. capixaba e M. scutellaris pelo integumento do
mesonoto muito liso e brilhante em M. capixaba e mate micro-ruguloso em M.
scutellaris. Além disso, pela presenca de pelos fuscos do mesonoto (Fig. 1b) e
pelas faixas pré-marginais dos tergos metassomaticos quase nulas em M.
capixaba (Fig. 1c), sendo que M. scutellaris apresenta pelos do mesonoto
fulvo-arruivados (Fig. 1f) e as faixas pré-marginais dos tergos sdo largas,

brancas e contrastantes (Fig. 1g).

As operarias da colénia supostamente hibrida (Fig. 1i) apresentam
caracteristicas em parte de M. capixaba e em parte de M. scutellaris. Em
relacdo a cor dos pelos do mesonoto (Fig. 1j ) apresentam tanto pelos fuscos
quanto pelos fulvo-arruivados. Tal caracteristica € bastante notéria na cor dos
pelos do escutelo que em M. capixaba séo pretos (Fig. 1d), em M. scutellaris
sao fulvo-arruivados (Fig. 1h) e as operarias da colénia supostamente hibrida
apresentam no escutelo uma mistura de pelos de cor preta e fulvo-arruivada
(Fig. 11). Além disso, a pigmentagdo do integumento do escutelo € marrom em
M. capixaba e nas operarias da colbnia suspeita de hibridacdo, sendo que em
M. scutellaris. a pigmentacdo do integumento do escutelo & esbranquicada
(Fig. 1 d,h,l)

A caracteristica mais sugestiva de hibridagdo € a presenca de faixas
abdominais nos tergos metassomaticos em operarias nascentes de uma
colonia de M. capixaba. A exemplo do que relataram Nascimento et al. (2000),
operarias suspeitas de hibridacdo perderam a caracteristica tipica de M.
capixaba de um metassoma quase que completamente negro (Fig. 1c) e
apresentam faixas pré-marginais dos tergos metassomaticos brancos e

contrastantes tipicas de M. scutellaris (Fig. 1k).

85



4.2. Evidéncias moleculares - DNA mitocondrial

Os dados moleculares em conjunto com as comparagdes morfologicas
confirmam a hibridacdo das espécies M. capixaba e M. scutellaris. Foram
obtidos 1180pb do gene mitocondrial CO1. Das 13 operarias genotipadas da
colbnia suspeita de hibridagao todas apresentaram haplétipo mitocondrial que

se agrupa exclusivamente com M. capixaba nas analises realizadas.

O dendrograma de similaridade UPGMA (Fig. 2) separa M. capixaba e
M. scutellaris em dois agrupamentos bem sustentados por altos valores de
bootstrap. As operarias da col6nia hibrida, apesar de apresentarem faixas
tergais brancas tipicas de scutellaris possuem DNA mitocondrial exclusivo de
M. capixaba. O haplétipo mitocondrial da colénia hibrida € idéntico ao haplétipo
mitocondrial de M. capixaba encontrado em dois locais diferentes em areas de

ocorréncia natural da espécie.

Uma vez que todas as operarias amostradas da colonia hibrida
apresentaram o mesmo haplétipo mitocondrial deduz-se que as operarias séao
filhas de uma mesma rainha ou filhas de rainhas diferentes de uma mesma
linhagem materna. Sendo assim, a hipotese de invasdo de colénia por uma
rainha de M. scutellaris para explicar a ocorréncia de operarias com faixas
tergais brancas (hipotese 2) foi descartada e as operarias observadas devem

ser hibridos de primeira e/ou de segunda geracao de hibridagao (hipotese 1).

Considerando que a linhagem materna das operarias hibridas € de M.
capixaba, comprovada pelo haplétipo mitocondrial do gene CO1, deduz-se que
a hibridagcao ocorreu com o cruzamento de uma rainha virgem de M. capixaba

com um macho de M. scutellaris.
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Figura 2. Dendrograma de similaridade obtido por UPGMA com base em
alinhamento de 1180pb do gene mitocondrial CO1 de operarias das espécies
M. capixaba (MCAP), M. scutellaris (MSCU) e da colbnia hibrida (HYBRID).
OTUs unidas por uma mesma linha vertical nos nés terminais do dendrograma
representam um unico haplétipo mitocondrial. *Os numeros se referem a

porcentagem de bootstrap com 1000 replicagdes.
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4.3. Evidéncias moleculares - DNA nuclear

Os dados moleculares obtidos com o sequenciamento parcial do gene
nuclear EF1alfa também confirmam a hibridacdo entre uma fémea de M.
capixaba e um macho de M. scutellaris. Foram obtidos 900pb do gene nuclear
EF1alfa. O gene é bastante conservado sendo que dos 900 sitios apenas dois
se apresentam variaveis entre as espécies havendo assim um alelo unico em
M. capixaba, ndo polimérfico, e outro alelo Unico em M. scutellaris, nao

polimorfico para os individuos amostrados.

Apenas dois sitios diferentes entre as espécies foram detectados na
posicao 485 e 851, em referéncia aos 900pb de base obtidos neste estudo para
o gene EF1alfa. M. capixaba apresenta a base Guanina (G) na posigao 485 e a
base Adenina (A) na posicdo 851(Fig. 3a). M. scutellaris apresenta o
nucleotideo Adenina na posicdo 485 e Guanina na posi¢gao 851(Fig. 3b). As
operarias da colbénia hibrida apresentam os dois alelos, tanto de M. capixaba
quanto de M. scutellaris, sendo que os alelos EF1alfa se apresentam tanto

heterozigoto como homozigoto nas operarias hibridas (Fig. 3c e 3d).

As operarias hibridas amostradas podem ser agrupadas em pelo menos
duas classes distintas em relacdo a cor dos pelos do mesonoto. Das 13
operarias hibridas genotipadas, cinco operarias, aparentemente mais velhas na
colonia, apresentavam morfologia hibrida com pelos do mesonoto mais
escuros, tipicos de M. capixaba (Classe |). As demais oito amostras,
aparentemente mais jovens, apresentavam pelos do mesonoto
predominantemente fulvo-arruivados, se aproximando mais das caracteristicas
de M. scutellaris (Classe Il). A hipotese de substituicdo da rainha de M.
capixaba por uma rainha de scutellaris foi descartada porque todas as
operarias hibridas, de ambas as classes, apresentaram haplétipo mitocondrial
de M. capixaba. A hipotese alternativa é que as operarias da classe |
(heterozigotas para os alelos EF1alpha) sejam hibridas de primeira geragéo de
hibridagao e as operarias da classe |l (algumas das quais homozigotas para os

alelos EF1alpha) sejam hibridas de segunda geracgao.
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Figura 3. Parte do cromatograma do gene nuclear EF1alfa das espécies M.
capixaba (a), M. scutellaris (b) e da coldnia hibrida (c,d) mostrando as duas
regides de sitios variaveis entre as espécies, nas posi¢des 485 e 851. As setas
indicam o sitio variavel e a cor das setas a base nitrogenada referente

(verde=Adenina e preta=Guanina).
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Uma vez que M. capixaba e M. scutellaris apresentam alelos unicos e
exclusivos de cada espécie, a F1 resultante do cruzamento de uma fémea de
M. capixaba com um macho de M. scutellaris resulta em prole hibrida
heterozigota para o gene nuclear EF1alfa, como confirmam os nossos dados.
Todas as operarias da classe | apresentam-se heterozigotas para o locus
EF1alfa. Uma segunda geragdo de hibridagcdo, desta vez com uma rainha
hibrida filha da primeira geracdo de hibridagdo com um macho de M.
scutellaris, resultaria em uma F2 em média com 50% da prole homozigota e
50% da prole heterozigota para esse locus, segundo propor¢cdes mendelianas
(Fig. 4).

Pelo menos uma operaria da classe |l apresentou o locus EF1alfa em
homozigose com alelo de M. scutellaris e DNA mitocondrial de M. capixaba, o
que se espera somente a partir de um cruzamento entre um macho de M.
scutellaris e uma rainha hibrida F1. Sendo assim deduz-se que a hibridacao
ocorreu e, com o sacrificio da rainha havia cruzado com macho de M.
scutellaris, uma nova rainha se formou na coldnia hibrida. Essa rainha hibrida,
F1 da hibridagdo, cruzou com um macho de M. scutellaris, gerando uma prole
F2 de hibridagao (Fig. 4).
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Figura 4. Esquema do possivel cruzamento entre machos de M. scutellaris
hemizogotos para o gene nuclear EF1alfa, fémeas de M. capixaba e fémeas
hibridas que explica os resultados observados. As bases G e A se referem aos
sitios variaveis nas posicdes 485 e 581 detalhados na Figura 3 em seus

respectivos cromossomos diploides nas fémeas e haploides nos machos.
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4.4. Consequéncias para a conservacao de M. capixaba.

M. capixaba é a unica espécie de abelha social da fauna brasileira
considerada como ameacgada de extingdo. A populacdo remanescente esta
restrita a uma pequena area montanhosa de clima frio da mata atlantica do
estado do Espirito Santo. A reduc¢do da populagao devido a degradacéo do seu
habitat natural e a utilizagdo nao sustentavel das colénias dessas abelhas sao
consideradas as principais ameacgas a sobrevivéncia da espécie. Nao ha até o
momento nenhum programa efetivo de preservagdo da M. capixaba. O fato
novamente confirmado da hibridagdo entre as espécies M. capixaba e M.
scutellaris acrescenta mais um fator de risco a manutencdo da espécie

ameacada M. capixaba.

Nao ha nenhum relato de hibridagdo nas areas de ocorréncia natural, ou
que uma espécie tenha sido introduzida da area de ocorréncia natural da outra.
No entanto, se a hibridagdo ocorreu em duas situacbes em que as espécies
foram colocadas em um mesmo local, ambos o0s casos poucos meses apos
serem colocadas juntas, ndo ha porque duvidar que a hibridagdo também
ocorrera na natureza, caso colbnias de M. scutellaris sejam introduzidas na
area de ocorréncia de M. capixaba ou vice-versa. O interesse em colecionar
diferentes abelhas sem ferrdo em meliponarios particulares € bastante
difundido no Brasil. No entanto, a presenca de M. scutellaris em areas de
ocorréncia natural de M. capixaba pode ter consequéncias imprevisiveis para a

sobrevivéncia da espécie.

Barton (2001) argumenta que a hibridagéo pode influenciar a evolugéo
das espécies em diferentes caminhos. Se os hibridos sdo menos aptos que
seus parentais, a distribuicdo geografica das populagdes pode ser limitada com
reforco do isolamento reprodutivo pré-zigotico; mas se alguns genodtipos
hibridos sdo mais aptos do que um ou ambos os pais, podera haver a

substituicdo de uma ou de ambas as espécies parentais pelo hibrido.

Pelo menos para a evolugdo das plantas, a hibridacdo tem sido
considerada como tendo um papel criativo na evolucdo de adaptacdes e
especiagcao (Rieseberg, 1997; Arnould, 2006). Por outro lado, dados de

simulagdo de hibridagdo entre espécies nativas e invasoras de plantas
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sugerem que a hibridacao é talvez o mais rapido fator de extingao de espécies
nativas ameagadas, com a extingdo ocorrendo em menos que cinco geragdes,
segundo os dados simulados (Wolf, 2001). Segundo estes autores, o
estabelecimento de zonas hibridas s6 foi possivel quando a diferenciacdo de
habitat foi incluida no modelo. Quando n&o ha diferenciagdo de habitat espera-
se a substituicdo dos taxons ou por uma das espécies parentais ou pelos
hibridos.

No Brasil temos pelo menos um caso bastante conhecido de hibridagao
entre as abelhas introduzidas Apis mellifera européia e africana, gerando a hoje
amplamente distribuida abelha melifera africanizada. Os gendtipos hibridos se
mostraram mais aptos que os genoétipos genitores com substituicao total das
linhagens originais pela linhagem hibrida. Neste caso, ndo temos um

cruzamento interespecifico, mas entre subespécies.

N&o é possivel prever se os hibridos M. capixaba/M. scutellaris se
apresentardo como genoétipos mais ou menos aptos que os gendtipos
parentais, e em quais ambientes a adaptagcdo ocorreria. Mas €& possivel
argumentar que em qualquer situagao a hibridagdo nao devera ser favoravel a
espécie M. capixaba. Uma vez que os machos de M. scutellaris sdo capazes
de cruzar com rainhas de M. capixaba, uma unica colénia de scutellaris
introduzida em éarea de ocorréncia natural de capixaba é capaz de produzir
centenas de machos anualmente, cada individuo com potencial de hibridizar

com uma rainha de M. capixaba, dando origem a colbnias hibridas.

Além disso, Wenseleers et al. (2010) demonstraram o parasitismo social
na espécie M. scutellaris, onde rainhas virgens de colénias ndo aparentadas
invadem colbnias 6rfas, estabelecendo-se como nova rainha da colbnia. Isso
demonstra que M. scutellaris pode fundar uma nova colénia infiltrando-se em
colonias alheias. Estes autores argumentam que as razdes para a ocorréncia
deste parasitismo social pode estar ligado ao fato de que em Melipona ha
producdo em excesso de novas rainhas, 5 a 25% da cria (Kerr, 1950; Santos-
Filho et al, 2006). Apesar de nao termos observado invasao da colénia neste

estudo, ndo podemos descartar a hipotese de que coldnias introduzidas em
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areas de ocorréncia de M. capixaba pode oferecer oportunidade para que o

parasitismo social ocorra também entre as espécies.

Mesmo considerando a hipotese de que os hibridos sejam menos aptos,
uma unica colénia de M. capixaba que for substituida por uma linhagem hibrida
€ menos uma coldnia de uma espécie ja ameagada de extingdo devido ao seu
reduzido numero populacional. Em sendo os hibridos mais aptos, a ndo ser que
estes ocupem uma zona ecoldgica diferente da espécie M. capixaba com o
estabelecimento de uma zona de hibridacdo, a competicdo podera levar a
extincdo da espécie com substituicdo total por seus descendentes hibridos
caso estes ocupem o mesmo nicho que a espécie parental. Sendo assim,
programas de preservagao da espécie devem levar em consideragao esses
fatos, impedindo que colénias de M. scutellaris sejam introduzidas na area de

ocorréncia natural de M. capixaba.
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CAPITULO 4. Histéria biogeogréfica do género Melipona llliger,
1806 (Hymenoptera:Apidae): expansdo e vicariancia na

Ameérica do Sul e América Central.

1. RESUMO

O género Melipona llliger, 1806, reune 69 espécies com distribuicdo
exclusivamente Neotropical ocorrendo desde o México até Missiones na
Argentina. Estas abelhas ocuparam praticamente todos os ambientes da
América do Sul, incluindo a Amazoénia, o Cerrado, a Caatinga, a Mata Atlantica,
e também a América Central. Os processos historicos que determinaram o
atual padréo de distribuicdo geografica dos taxons ainda nao foram discutidos.
Apresentamos um esbogo sobre a histéria biogeografica do género Melipona,
baseada em hipotese filogenética reconstruida a partir de genes mitocondrial e
nucleares, como um esforgo inicial para o entendimento da evolugdo do grupo.
A arvore filogenética apresentada recupera o monofiletismo do género
Melipona e de trés dos quatro subgéneros (Michmelia, Melikerria e Melipona).
O subgénero Eomelipona mostra-se polifilético. Considerando as relagdes
filogenéticas entre os clados e o ambiente onde as espécies estdo distribuidas
verifica-se uma complexa relacdo entre os diferentes ambientes. Dois padrdes
mais ou menos gerais foram percebidos. O primeiro € que espécies
filogeneticamente proximas ocupam o mesmo ambiente e as relagdes entre as
espécies aparentadas de um mesmo ambiente sdo geralmente mais recentes.
O segundo € que um mesmo ambiente €& ocupado por espécies
filogeneticamente distantes, isto porque espécies de linhagens ancestrais
diferentes ocuparam o mesmo espago geografico e as relagdes entre espécies
nao aparentadas de um mesmo ambiente sdo geralmente mais antigas. O
ancestral comum mais recente para o género Melipona foi datado em ~16 Maa
e para os subgéneros entre ~9-10 Maa. Processos biogeograficos de expanséo
e vicariancia determinaram as relagdes filogenéticas e o atual padrdao de

distribuicdo geografica das espécies.
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2. INTRODUCAO

No Brasil, o principal grupo de abelhas sociais nativas s&do as
pertencentes a tribo Meliponini, popularmente conhecidas como “abelhas
indigenas sem ferrao” (Kerr et al.,, 1996; Velthuis, 1997). Estas abelhas
desempenham papel chave na manutencdo da biodiversidade, ja que
constituem o principal grupo de polinizadores em diversos ecossistemas, sendo
importantes para a reproducdo e fluxo génico das populagdes de muitas
espécies vegetais nativas. Em Meliponini destaca-se como o maior género em
numero de espécie Melipona llliger, 1806, com distribuicdo exclusivamente
Neotropical ocorrendo desde o México até Missiones na Argentina (Camargo e
Pedro, 2007; Michener, 2007; Silveira et al., 2002).

A primeira chave taxonémica para o género Melipona foi apresentada
por Schwarz (1932) que elaborou a sua classificagcdo baseada em caracteres
morfologicos. Kerr et al. (1967), por meio de taxonomia numérica, propuseram
que as espécies deveriam ser agrupadas em pelo menos dois subgéneros
distintos: Melipona (Melipona) e Melipona (Micheneria). Este ultimo foi
modificado para Melipona (Michmelia) por Moure (1975) devido a existéncia de
Micheneria Orfila, 1956 na ordem Lepidoptera. Moure (1992) revisou os grupos
de Melipona propostos por Schwarz (1932) e por Kerr et al. (1967) propondo a
divisdo do género em quatro subgéneros: Melipona (Eomelipona), Melipona
(Melikerria), Melipona (Michmelia) e Melipona (Melipona). Entretanto, Michener
(2007) n&o reconhece os subgéneros devido a semelhanca morfologica dos

grupos.

A classificagdo em subgéneros com base em caracteres morfolégicos
tem sido confirmada, pelo menos em parte, por recentes filogenias
moleculares. Rasmussen e Cameron (2010) apresentaram um filogenia
molecular para a tribo Meliponini, incluindo representantes de todo o mundo.
Tal filogenia incluiu representantes de 18 espécies do género Melipona,
confirmando o monofiletismo do grupo, bem como o monofiletismo em trés dos
subgéneros propostos com base em caracteres morfologicos (Melipona,

Melikerria e Michmelia). A excegéao foi o subgénero Melipona (Eomelipona) que
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mostrou-se polifilético. A datagao feita por aqueles autores sugere a origem do

género no Mioceno (24 milhdes de anos antes do presente).

Ramirez et al. (2010) apresentaram uma nova filogenia molecular
focando o género Melipona, com 51 individuos representantes de 35 espécies.
Estes autores também confirmaram a monofilia do género e dos trés
subgéneros (Melipona, Melikerria e Michmelia). Eomelipona também aparece
como subgénero polifilético e o ancestral comum mais recente para o género

foi datado também no Mioceno, mas entre 14-17 milhdes de anos.

Camargo e Pedro (2007) reconhece 69 nomes especificos aceitos para
os quatro subgéneros. O subgénero Melipona (Eomelipona) reune 15 espécies
com distribuicdo desde a regido amazbnica até Missiones na Argentina. A
distribuicdo do subgénero Melipona (Melikerria) abrange toda a regiao
neotropical, desde o sul do México até o norte da Argentina, sendo
reconhecidas oito espécies neste grupo. O subgénero Melipona (Melipona)
distribui-se desde a Peninsula Yucatan no México até o noroeste da Argentina
e reune 13 espécies. O subgénero Melipona (Michmelia) distribui-se desde o
sul do México até o litoral do estado de Santa Catarina no Brasil e reune 33

espécies reconhecidas.

A distribuicdo geografica ocorre de tal forma que, geralmente, uma
espécie € encontrada exclusivamente em determinado ambiente, mostrando
uma adaptacéo as condi¢des locais. Tal € o caso de M. (Michmelia) capixaba,
endémica da Mata Atlantica, M. (Melikerria) quinquefasciata endémica de
formagbes abertas secas (Cerrado, Caatinga), M. eburnea, endémica da
Floresta Amazdnica e espécies exclusivas da América Central, tais como M.
(Melikerria) beecheii e M. (Michmelia) costaricaensis, apenas para citar alguns
exemplos. Em outros casos, M. flavolienata pode ser encontrada tanto em

regides amazonicas como no Cerrado.

A filogenia apresentada para o género por Ramirez et al. (2010) revela
aspectos interessantes sobre as relagdes filogenéticas entre as espécies e os
ambientes que elas ocupam. M. scutellaris, por exemplo, & filogeneticamente
mais proxima da apifauna amazodnica e da América Central do que com

abelhas que ocorrem em simpatria com esta, tal como M. quadrifasciata. Isso
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deve ocorrer também para outras espécies uma vez que grupos monofiléticos
da arvore de Melipona reunem espécies que ocorrem de forma isolada em
diferentes ambientes. No entanto, Ramirez et al. (2010) n&o fizeram
consideragdes acerca da historia biogeografica do género, limitando seu
trabalho em descrever as relagdes filogenéticas entre os clados. Assim, o atual
padrao de distribuicdo geografica dos taxons e os eventos que determinaram
tal distribuicdo, bem como as relagdes entre as apifaunas dos diferentes
ambientes permanecem como interessantes problemas biogeograficos a serem

esclarecidos.

Um importante texto sobre a biogeografia da América do Sul foi
recentemente organizado por Carvalho e Almeida (2011) apresentando as
principais hipdteses biogeograficas para explicar a evolugdo e a histéria da
regido. Trés capitulos deste livro merecem destaque no escopo de nosso

trabalho.

Silva e Garda (2011) resumem os padrdes e processos biogeograficos
para a regido Amazobnica, indicando dois padrdes biogeograficos basicos. O
primeiro padrao é que as espécies nao estao distribuidas de forma homogénea
na regido e a maioria das espécies possui distribui¢cao restrita, definindo areas
de endemismo. O segundo padrdo é a relagdo entre as diferentes areas de
endemismos, com substituicdo das espécies endémicas de uma regido por

espécies aparentadas nas regides de endemismo adjacentes.

Zanella (2011) discorre sobre a biogeografia da Diagonal de Formagdes
Abertas Secas da América do Sul, considerando as trés provincias da
Caatinga, Cerrado e Chaco. Segundo este autor, a histéria da regido é
complexa e carece de dados mais amplos que permitam generalizagbes. Os
estudos existentes mostram as relagcbes entre Chaco e Cerrado e entre
Cerrado e Caatinga em diferentes épocas, tanto no Terciario como no
Quaternario. Por outro lado, a expansao das florestas umidas sobre o espaco
geografico da Caatinga e do Cerrado, bem como a expansao da vegetacgéo
aberta sobre a regido Amazbnica representam importantes eventos

contribuindo para a diversificacdo da biota desses ambientes.
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DaSilva e Pinto-da-Rocha (2011) apresentam uma compilagdo das
hipoteses biogeograficas para a Mata Atlantica. Estes autores apresentam
quatro principais divisdes biogeograficas da Mata Atlantica com relagdo as
areas de endemismo de diversos grupos: (i) Pernambuco, (ii) Sul da Bahia, (iii)
Serra do Mar e (iv) Florestas de Araucaria, sendo que os principais eventos
influenciando a diversificacdo da biota estao relacionados com Quaternario e o
modelo de refugios. Além disso, em geral a biodiversidade da Mata Atlantica &
relacionada com a biodiversidade da Floresta Amazbnica, em particular a
porcao sudeste deste bioma (Bates et al. 1998; Eberhard e Mermingham,
2005). Costa (2003) por sua vez destaca as relacbes da Mata Atlantica e da

Amazobnia com areas do Cerrado e Caatinga.

Assim, nota-se que a histéria biogeografica da América do Sul é rica em
diversidade tanto pelas relacdes internas, isto € entre as diferentes areas de
endemismo de cada bioma, como pelas relagbes entre os biomas e suas
faunas associadas. No caso especifico do género Melipona, ha espécies
filogeneticamente relacionadas ocorrendo tanto entre as areas de endemismo
de um mesmo bioma como em diferentes biomas. Assim, hipoteses
biogeograficas baseadas em hipoteses filogenéticas do grupo podem oferecer
novas contribuicdes para a reconstrucdo da historia passada e para o

entendimento dos atuais padrdes de distribuicdo geografica das espécies.

Nosso objetivo com o presente trabalho foi tragar um esbogo sobre a
histéria biogeografica do género Melipona llliger, 1806, baseada em hipdtese
filogenética reconstruida a partir de genes mitocondriais e nucleares, como um
esforgo inicial para o entendimento da evolugdo do grupo. Com isso,
pretendemos oferecer contribuicido ao entendimento das relacdes histérico
evolutivas entre as diferentes regides biogeograficas da Amazdnia, Caatinga,

Cerrado, Mata Atlantica e América Central.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material bioldgico

Foram avaliadas 104 amostras de espécimes representantes do género
Melipona incluindo sequéncias obtidas neste trabalho e sequéncias disponiveis
no GenBank (www.ncbi.nim.nih.gov/genbank). Também utilizamos 29 amostras
como grupos externos para enraizamento da arvore filogenética e para a
datagao molecular, totalizando 133 OTUs avaliadas (Tabelas 4 e 5 do Anexo),

ja consideradas as exclusdes de possiveis numts.

Para as nossas amostras a localizagdo geografica de coleta foi
identificada por meio do sistema de posicionamento global (GPS) utilizando-se
o aparelho GPS Garmim® GPSMAP 76CSX. Para as sequéncias obtidas no
GenBank utilizamos como referéncias geograficas as informagdes disponiveis
para cada amostra em seu trabalho original. Os dados de localizagao
geografica foram utilizados para a produgcdo dos mapas de distribuicdo no
software ARCGis ESRI® 9.3. Para as colbénias onde nao foi possivel a
obtengdo do exato ponto de coleta, utilizaram-se as localizagdes geograficas

aproximadas.
3.2. Dados moleculares

Para as analises moleculares o DNA total de uma operaria de cada
colonia foi extraido segundo protocolo descrito por Fernandes-Salomao et al.
(2005) e o DNA total de cada individuo foi utilizado nas reacbes de

amplificagcdo em cadeia de polimerase (PCR) em termociclador automatico.

As solugdes de reagdo continham um volume total de 50uL, sendo as
concentragdes finais de 50ng de DNA total, 1X de tampao de reacado, 1,5mM
de MgCl,, 0,2mM da mistura de dNTPs, 0,15mM de cada primer e 1u de
Platinum® Taq Polimerase, Invitrogen™. Os tubos contendo a reacao de
amplificacdo foram incubados em termociclador a 94°C por 2min para completa
desnaturacao das fitas, seguidos de 35 ciclos de amplificagdes PCR, cada ciclo
com passo de desnaturacado a 94°C por 45s, passo de anelamento do primer a
51°C por 1min, passo de extensao das fitas a 72°C por 1min 30s, e passo final

de extens&o a 72°C por 5Smin.
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Para amplificacdo do fragmento correspondente ao gene citocromo
oxidase | (CO1) foram utilizados os primers LCOdeg: 5'- TATCWACHAATCATA
AAAATMTTGG -3', HCOdeg: 5- TAAACTTCWGGATGWCCAAAAAATCA -3/,
modificados dos primers universais LCO1490 e HC02198 propostos por Folmer
et al. (1994). Para a amplificacdo dos fragmentos correspondentes ao gene
nuclear EF1a foram utilizados os primers EF1-a (long) forward 5°-
GGGYAAAGGWTCCTTCAARTATGC-3" e reverse 5-AATCAGCACCTT
TAGGTGG-3" e para o gene referente a RNA Polimerase Il (POL2) os primers
Pol-1l forward 5-AAYAARCCVGTYATGGGTATTGTRCA-3" e reverse 5- AG
RTANGARTTCTCRACGAA TCCTCT-3" (Ramirez et al. 2010). Os produtos da
amplificagdo via PCR foram purificados e diretamente sequenciados em

sequenciadores automaticos pela empresa Macrogen Inc. Coréia do Sul.

Os cromatogramas resultantes das reagdes de sequenciamento foram
avaliados e as sequéncias consenso foram obtidas utilizando os programas
phredPhrap e Consed (Ewing et al., 1998; Ewing & Green, 1998). Todas as
sequéncias consenso foram visualmente inspecionadas e, quando necessario,
editadas. Os alinhamentos das sequéncias foram realizados com ClustalW

(Higgins et al., 1994) implementados no MEGA versao 5 (Tamura et al. 2011).

Cristiano et al. (2012) demonstraram a existéncia de numts trabalhando
com o gene CO1 em diferentes espécies de Melipona. Uma vez que
trabalhamos com essa mesma regidao génica, avaliamos todas as sequéncias
CO1 obtidas, conforme sugerido por estes autores. Para reduzir a possibilidade
de ocorréncia de numts em nosso conjunto de dados finais, as sequéncias
foram obtidas por sequenciamento direto do produto PCR. Todas as
sequéncias foram traduzidas para a sequéncia de aminoacidos e a presenca
de cddons de parada no frame de leitura foi verificada. Qualquer sequencia

detectada como possivel numt foi excluida do alinhamento.
3.3. Andlises filogenéticas, rede de haplotipos e datagdo molecular

Para a reconstrucéo filogenética foram realizadas analises Bayesianas
implementadas no MrBayes versdo 3.2/64bits (Ronquist et al. 2011) com
modelos definidos pelo mrModelTest versdo 2 (Nylander, 2004). Modelos

diferentes foram estimados para cada conjunto de dados (CO1, Efla e Pol2) e
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as arvores foram reconstruidas com os dados concatenados. Foram realizadas
10.000.000 de geragdes para as cadeias markovianas MCMC com eliminagao
de 25% das geracgdes iniciais. Cada rodada de analises foi repetida trés vezes
para verificar a convergéncias dos conjuntos de cadeias markovianas. A
convergéncia foi verificada graficamente no programa Tracer - MCMC Trace

Analysis Tool, versao 1.5 (Rambaut e Drummont, 2009).

A datacdo molecular foi realizada no programa R8s (Sanderson, 2003)
que estima o tempo de divergéncia entre os clados a partir de uma arvore
filogenética com tamanho de ramos estimados. Para as estimativas de tempo
de divergéncia foi utilizada a mesma arvore filogenética obtida por inferéncia
bayesiana. Como critério foram utilizados relégio molecular relaxado, com
método PL (Penalized likelihood) (Sanderson, 2002) e algoritmo TN, que

considera taxas de substituicao diferentes em cada ramo da arvore.

Para calibrar o relégio molecular foram considerados multiplos pontos de
calibracdo, sendo a idade maxima da raiz da arvore estimada entre 80-100
milhdes de anos - Ma (estimativa baseada em Cardinal et al. 2010 para o
tempo de divergéncia entre corbiculados); como calibragdo para os Meliponinini
utilizou-se a datacgéo fossil para Cretotrigona prisca entre 65-70 Ma (Michener
& Grimaldi, 1988a e b; Engel, 2000); como calibragdo para os Apini a datacéo
féssil para Apis lithohermaea entre 14-16 Ma (Engel, 2006); para a idade do
género Melipona a data estimada entre 14-17 Ma (Ramirez et al., 2010;

Rasmussen & Cameron, 2010).
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4. RESULTADOS

O alinhamento final foi composto por 458 pb referentes ao gene
mitocondrial CO1, 785pb para o gene EF1a e 627 pb referentes ao gene RNA
Polimerase Il (POL2), totalizando 1870 pb com as sequéncias concatenadas.
Os modelos escolhidos pelo MrModelTest foram GTR+I+G para CO1, GTR+G
para EF1a e HKY+| para POL2. O alinhamento total foi particionado em trés
conjuntos referentes a cada gene e o modelo especifico foi aplicado a cada

particdo para as inferéncias bayesianas.

A avaliagdo das sequéncias referentes ao CO1 sugeriram a ocorréncia
de numts para todas as seis sequéncias obtidas para a espécie M. mondury,
para trés das seis sequéncias obtidas para a espécie M. rufiventris e para uma
das quatro sequéncias obtidas para M. flavolineata. O aspecto mais relevante
para a detecgdo da presenga de numts foi que os cromatogramas para essas
sequéncias mostravam picos duplos em alta frequéncia, como se a regiao
fosse heterozigota, o0 que ndo € de se esperar para haplétipos mitocondriais.

Todas as OTUs com suspeita de numts foram excluidas das analises.

Em nosso estudo a presenca de numts mostrou-se bastante comum
para o Grupo rufiventris, enquanto para Cristiano et al. (2012) foi mais comum
em M. capixaba e M. scutellaris. Estes autores também sugerem a presenca de
numts em sequéncias tanto de M. rufiventris, como em M. flavolineata
utilizadas por Ramirez et al. (2010). O grupo rufiventris aparece como
monofilético em nossa arvore, pelo menos quando excluimos os possiveis
numts. No entanto, quando essas sequéncias sao incluidas, M. rufiventris

aparece como grupo polifilético
4.1. Hipotese filogenética e datacdo molecular.

A figura 1 apresenta a arvore consenso de duas cadeias, cada uma com
10.000.000 de geracdes para MCMC, eliminando-se 25% das arvores iniciais
de cada cadeia, reconstruida por Inferéncia Bayesiana. As demais rodadas de

analises produziram resultados convergentes.
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Figura 1. Arvore consenso de duas cadeias, cada uma com 10.000.000 de
geragdes para MCMC, eliminando-se 25% das arvores iniciais de cada cadeia,
reconstruida por Inferéncia Bayesiana a partir de sequéncias mitocondriais
CO1 e nucleares EF1a e POL2. Os numeros préoximos aos nos representam

probabilidade posterior.
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A arvore filogenética apresentada foi similar a de Ramirez et al. (2010),
mostrando o género Melipona como grupo monofilético e trés dos quatro
subgéneros também monofiléticos (Michmelia, Melikerria e Melipona), bem
como o subgénero Eomelipona como grupo polifilético, todos sustentados por
altos valores de probabilidade posterior (0.99-1PP). A arvore apresentada
resolve algumas inconsisténcias observadas na arvore de Ramirez et al., como
a polifilia de M. rufiventris que em nossa proposta apresenta-se monofilética,
apo6s a exclusdao de possiveis sequéncias numts no conjunto de dados

utilizados por estes autores.

Com a parafilia do subgénero Eomelipona, a espécie M. (Eomelipona)
asilvai ficou incluida no clado do subgénero Melipona e M. (Eomelipona)
illustris’ ndo se agrupa em nenhum dos subgéneros, apresentando um ramo a
parte e causando uma politomia no clado do género. As outras espécies do
subgénero Eomelipona formam um clado irm&o com o subgénero Michmelia

enquanto o subgénero Melikerria forma um clado irma&o com Melipona.

Também foi recuperada a monofilia dos trés grupos propostos para o
subgénero Michmelia (Camargo e Pedro, 2007), os grupos Fasciata, Rufiventris
e Melanoventer, mostrando uma relacdo mais proxima entre esses dois ultimos
que formam um clado irmédo. O grupo Fasciata é sustentado por altos valores
de probabilidade posterior (0.99PP), enquanto os grupos Melanoventer
(0.89PP) e Rufiventris (0.72PP) formam um clado melhor sustentado quando
considerados como um grupo unico (Melanoventer, Rufiventris — 1PP). A
espécie M. (Michmelia) fuliginosa, considerada como “unplace species” dentro
desse subgénero (Camargo e Pedro 2007) nao foi alocada em nenhum dos
grupos, mas como espécie irma de todos os grupos dentro de Michmelia (M.

fuliginosa (Fasciata (Melanoventer, Rufiventris).

A arvore filogenética datada a partir da calibragdo do relégio molecular

mostra datagdes similares as verificadas por Ramirez et al. (2010) (Figura 2).

' Esta amostra foi obtida a partir de sequéncias depositadas no GenBank por Ramirez et al.
2010, voucher MP46a. No entanto o especifico M. (Eomelipona) illustris ndo é reconhecido na
revisdo de Camargo e Pedro (2007). O nome M. marginata illustris Schwars (1932) foi
sinonimizado por M. (Eomelipona) bradleyi Schwars, 1932.
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Figura 2. Arvore consenso de duas cadeias, cada uma com 10.000.000 de
geragdes para MCMC, eliminando-se 25% das arvores iniciais de cada cadeia,
reconstruida por Inferéncia Bayesiana a partir de sequéncias mitocondriais
CO1 e nucleares EF1a e POL2. Numeros proximos aos noés representam

datacdo molecular em milhdes de anos.
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4.2. RelacOes filogenéticas, datacdo molecular e distribuicdo geografica

das espécies

4.2.1. Subgénero Michmelia, grupos Fasciata, Melanoventer e

Rufiventris

Foram avaliadas espécies do subgénero Michmelia grupo Fasciata de
ocorréncia restrita a Mata Atlantica (M. capixaba e M. scutellaris), espécies de
distribuicdo na regido da Amazénia (M. eburnea, M. fuscopilosa, M. seminigra
seminigra, M. seminigra atrofulva, M. seminigra merrilae) e espécies de
ocorréncia restrita a América Central (M. costaricaensis, M. melanopleura, M.

solani).

As espécies de Mata Atlantica M. capixaba e M. scutellaris formam um
clado, datado de 3,49 Maa. As espécies da América Central também formam
um clado, datado de 3,90 Maa. As espécies amazbnicas estdo separadas em
pelo menos dois clados, um clado reune espécies coletadas ao leste da Regiao
Amazoénica, datado de 3,23 Maa, e outro mais a oeste da Regido Amazénica,
datado de 3,04 Maa. M. fuscopilosa ndo forma um grupo monofilético e um
terceiro clado foi formado com espécies nao identificadas, amostradas por
Ramirez et al (2010), mas nao ha referéncias sobre o local da coleta dessas

amostras (Figura 3).

Para o grupo Melanoventer, foram avaliadas espécies de ocorréncia
apenas na regiao Amazoénica. Pelo menos trés clados foram formados. Um
clado reune M. melanoventer e espécimes nao identificados coletados em
Belém, Para. Este clado foi datado de 0,88 Maa. Um segundo clado reune
tanto as espécies do clado melanoventer e espécimes de M. crinita coletadas
no Acre, com datacdo em 1,94 Ma. A espécie M. crinita ndo se mostra
monofilética, pois parte das amostras se agrupa com M. illota, amostrada no

Equador, com clado datado em 2,69 Maa (Figura 4).
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Figura 3. Mapa indicando a posicdo geografica dos espécimes amostrados
para o subgénero Michmelia, Grupo Fasciata, utilizadas neste estudo. (a)
Cladograma referente ao Grupo Fasciata, seg¢do retirada da Figura 2, com
tamanhos de ramos proporcionais ao tempo em milhdes de anos. (b) Mapa de
biomas, indicando a localizacdo geografica dos locais de amostras e seus
respectivos biomas brasileiros. Os ramos de um mesmo taxon, quando formam
um clado, foram simplificados num unico ramo e tais grupos sao representados
por uma linha pontilhada. Os numeros préximos aos nés representam datacao

molecular em milhdes de anos, estimadas no r8s.
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Figura 4. Mapa indicando a posicdo geografica dos espécimes amostrados
para o subgénero Michmelia, grupo Melanoventer, utilizadas neste estudo. (a)
Cladograma referente ao Grupo Fasciata, seg¢do retirada da Figura 2, com
tamanhos de ramos proporcionais ao tempo em milhdes de anos. (b) Mapa de
biomas, indicando a localizacdo geografica dos locais de amostras e seus
respectivos biomas brasileiros. Os ramos de um mesmo taxon, quando formam
um clado, foram simplificados num unico ramo e tais grupos sao representados
por uma linha pontilhada. Os numeros préximos aos nés representam datacao

molecular em milhdes de anos, estimadas no r8s.
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Para o grupo Rufiventris foram amostradas espécies de ocorréncia no
Cerrado, desde o estado de Minas Gerais até o Maranhao, e também espécies
da regido amazébnica. Trés clados principais foram formados. Um clado
formado por um unico representante de M. captiosa, coletado na Guiana
Francesa. Um segundo clado (3,13 Maa) reune a espécie M. rufiventris com
individuos coletados nos Cerrados de Minas Gerais e Goias. Um terceiro clado
(3,83 Maa) reune espécie de M. flavolineata e espécimes ndo identificadas do
grupo rufiventris (Tavares et al, 2007) coletadas no norte de Minas Gerais. Este
clado divide-se em dois subclados, o primeiro, datado de 1,61 Maa, reune as
urugu amarelas coletadas no Para e o segundo, datado de 1,77 Maa reune as
urucu amarelas coletadas no norte de Minas Gerais com M. flavolineata

coletada no Tocantis (Figura 5).

4.2.2. Subgénero Melikerria

As espécies amostradas que compdéem o subgénero Melikerria
distribuem-se na regido do Cerrado (M. quinquefasciata e M. fasciculata), na
regido amazoénica (M. compressipes compressipes, M. compressipes interrupta,
M. grandis) e na América Central (M. beecheii). Dois clados principais sao
formados. O primeiro (datado em 6,12 Maa) reune as espécies da regiao
amazdnica e M. fasciculata, coletada no cerrado maranhense. O segundo clado
(4,97 Maa) reune a espécie do Cerrado M. quinquefasciata, coletada em Minas
Gerais, Bahia e Ceara. M. beecheii, de ocorréncia no México, aparece como
espécie irma de todas as outras M. Melikerria, com datagdo do ancestral

comum em 10,92 Maa para o subgénero (Figura 6).
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Figura 5. Mapa indicando a posicdo geografica dos espécimes amostrados
para o subgénero Michmelia, grupo Rufiventris, utilizadas neste estudo. (a)
Cladograma referente ao Grupo Fasciata, seg¢do retirada da Figura 2, com
tamanhos de ramos proporcionais ao tempo em milhdes de anos. (b) Mapa de
biomas, indicando a localizacdo geografica dos locais de amostras e seus
respectivos biomas brasileiros. Os ramos de um mesmo taxon, quando formam
um clado, foram simplificados num unico ramo e tais grupos sao representados
por uma linha pontilhada. Os numeros préximos aos nés representam datacao

molecular em milhdes de anos, estimadas no r8s.
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Figura 6. Mapa indicando a posicdo geografica dos espécimes amostrados
para o subgénero Melikerria utilizadas neste estudo. (a) Cladograma referente
ao Grupo Fasciata, secdo retirada da Figura 2, com tamanhos de ramos
proporcionais ao tempo em milhdes de anos. (b) Mapa de biomas, indicando a
localizacdo geografica dos locais de amostras e seus respectivos biomas
brasileiros. Os ramos de um mesmo taxon, quando formam um clado, foram
simplificados num unico ramo e tais grupos sao representados por uma linha
pontilhada. Os numeros proximos aos ndés representam datacido molecular em

milhdes de anos, estimadas no r8s.
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4.2.3. Subgénero Melipona

As espécies amostradas do subgénero Melipona estao distribuidas nas
regides de Mata Atlantica (M. quadrifasciata), nas regides de Cerrado (M.
orbignyi), na Caatinga (M. mandacaia e M. subnitida). M. favosa de ocorréncia
na regido amazénica (Guiana Francesa) aparece como grupo irmao de todas
as outras M. Melipona, com datacédo em 10,15 Maa. Neste grupo também se
inclui M. (Eomelipona) asilvai, amostrada na regido da Caatinga do Rio Grande

do Norte (Figura 7).
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Figura 7. Mapa indicando a posicdo geografica dos espécimes amostrados
para o subgénero Melipona utilizadas neste estudo. (a) Cladograma referente
ao Grupo Fasciata, secdo retirada da Figura 2, com tamanhos de ramos
proporcionais ao tempo em milhdes de anos. (b) Mapa de biomas, indicando a
localizacdo geografica dos locais de amostras e seus respectivos biomas
brasileiros. Os ramos de um mesmo taxon, quando formam um clado, foram
simplificados num unico ramo e tais grupos sao representados por uma linha
pontilhada. Os numeros proximos aos ndés representam datacido molecular em

milhdes de anos, estimadas no r8s.
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5. DISCUSSAO

A proposta filogenética apresentada foi similar aquela apresentada por
Ramirez et al. (2010), mesmo porque utilizamos as mesmas espécies (com
alguns acréscimos), parte das sequéncias que estes autores utilizaram e
também os mesmos genes, com excecdo de 16S e ArgK. Incluimos M.
(Michmelia) capixaba, M. (Michmelia) eburnea, M. (Michmelia) seminigra
seminigra, M. (Michmelia) seminigra merrilae, M. (Melikerria) fasciculata, M.
(Melipona) orbignyi e M. (Melipona) subnitida. Desconsideramos algumas das
espécies utilizadas por Ramirez et al. (2010), ou por apresentarem sequéncias
suspeitas de numts, ou por ndo apresentarem sequéncias disponiveis para

algum dos genes analisados.

A principal contribuigdo da hipdtese apresentada é uma maior
amostragem em termos de distribuicdo geografica. Procuramos tanto quanto
possivel amostrar diferentes locais de ocorréncia de uma mesma espécie, 0
que nos permitiu uma interpretagcdo das relagdes filogenéticas do género
Melipona associando-a a histdria biogeografica da América do Sul e América

Central, assunto ndo discutido por Ramirez et al. (2010).

A historia biogeografica do género Melipona é bastante complexa. Nao
ha um clado unico para as espécies da Amazodnia, outro para as espécies do
Cerrado ou da Mata Atlantica. As espécies filogeneticamente préximas, isto é
de um mesmo subgénero, ocorrem em diferentes ambientes. Isto mostra que
os eventos de cladogénese que deram origem aos diferentes subgéneros séo
anteriores a formacdo dos biomas atuais, ou pelo menos anteriores a
configuracédo geografica que eles apresentam atualmente. De fato, os eventos
de cladogénese dos subgéneros foram datados entre ~9 Maa a ~10 Maa, e o
ambiente sul americano passou por muitas mudancgas desse periodo até os

tempos atuais.
5.1. Processos biogeogréaficos na Regido Amazénica

Silva e Garda (2011) destacam que um padrao biogeografico basico na
Amazbnia € que as espécies nao estao distribuidas de forma homogénea na

regido, mas a maioria das espécies estudadas possui distribuigdo restrita,
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definindo areas de endemismo. Esses autores citam pelo menos sete areas de
endemismo mais ou menos comum aos diferentes taxons, Belém, Xingu,

Tapajés, Rondbnia, Inambari, Napo, Imeri, Guiana.

Embora tenhamos uma amostragem bastante restrita considerando a
extensdo da Amazénia e o grande numero de espécies que ocorrem nessa
regido, é possivel perceber que esse padrao observado por Silva e Garda
(2011) também é verdadeiro para o género Melipona. As espécies M. eburnea
e M. fuscopilosa aparecem como espécies irmas dentro do grupo Michmelia
Fasciata, com ancestral comum mais recente datado em 1,76 Maa (Figura 4,
grupo 3a). Ambas as espécies ocorrem no Acre, dentro da area de endemismo
conhecida como Inambari. Outros exemplos podem ser citados como M.
melanoventer na regido de Belém, M. siminigra na area de endemismo Xingu,
M. grandis na area Inambari. Em geral os clados para cada area de endemismo

sao mais recentes que 2,5 a 3 Maa.

Um segundo padrao destacado por Silva e Garda (2011) para a regiao
Amazdnica é o da substituicdo das espécies endémicas em uma regiao por
espécies aparentadas nas areas de endemismo adjacentes. Isto também foi
verificado em Melipona. Por exemplo, M. seminigra seminigra (coletada em
Nova Xavantina, MT) na regido de endemismo entre Xingu e Tapajos, forma
grupo irmaéo com espécies coletadas em Belém/PA, na area de endemismo
Belém, adjacente aquelas (Figura 4, grupos 4a e 4b). M. eburnea e M.
fuscopilosa (coletadas no Acre) area de endemismo Inambari formam grupo
irmao com M. seminigra merrilae (coletada em Manaus/AM) area de

endemismo adjascente Imeri / Guiana (Figura 3)
5.2. Processos biogeograficos na Mata Atlantica

DaSilva e Pinto-da-Rocha apresentam quatro principais divisdes
biogeograficas da Mata Atlantica com relagdo as areas de endemismo: (i)
Pernambuco, (ii) Sul da Bahia, (iii) Serra do Mar e (iv) Florestas de Araucaria. A
maioria dos estudos a respeito dos processos histéricos da diversificacdo da
fauna da Mata Atlantica propde que a diversificacao esta relacionada com os

processos de vicaridncia relacionados ao modelo de refugios vegetacionais
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durante as mudancgas climaticas do Quaternario (por exemplo: Cabanne et al.,
2008; Lara-Ruiz et al., 2008; Carnaval et al., 2009).

Nossa amostragem mais adequada de espécies da Mata Atlantica foram
as espécies M. capixaba e M. scutellaris. Parte da histéria biogeografica de fato
coincide com o modelo de refugios do Quaternario, e tal historia ja foi discutida
em detalhes no capitulo 2. As relagbes entre as espécies de Melipona
amostradas na Mata Atlantica podem, de fato, serem explicadas por eventos de
vicariancia no Quaternario, coincidindo com a teoria dos refugios. Batalha-Filho
et al., (2010) estudaram a filogeografia da espécie M. quadrifasciata
amostrando as duas subespécies M. quadrifasciata quadrifasciata e M.
quadrifasciata anthidioides em toda a area de ocorréncia da espécie, na Mata
Atlantica da Bahia até Sao Paulo. A datagao molecular realizada com base em
sequéncias CO1 também indicaram tempos de divergéncia entre essas
subespécies entre 0,23 — 0,84 Maa, coincidindo com eventos de glaciagao do

Pleistoceno.

Nossas amostras também contém M. bicolor e M. marginata, ambas de
ocorréncia na Mata Atlantica. No entanto, a datagdo para o ancestral comum
mais recente para essas espécies foi de 9,97 Maa, anterior mesmo a datacao
para a Mata Atlantica (~5,0 Maa, segundo DaSilva e Pinto-da-Rocha, 2011).
Uma amostragem mais ampla dessas espécies deve oferecer melhores
interpretacbes uma vez que M. marginata é politipica, com as subespécies M.
marginata marginata e M. marginata carioca ocorrendo de S&o Paulo até o
Ceara. A espécie M. bicolor também € politipica, com as subespécies M.
bicolor bicolor e M. bicolor schencki ocorrendo da Bahia até a Argentina e

Paraguai (Camargo e Pedro, 2007).
5.3. Processos biogeogréaficos em ambientes de formagdes abertas

As formacdes vegetacionais abertas, tipo savana, formam uma unidade
biogeografica bem definida na América do Sul, conhecida como “Diagonal de
formagdes abertas secas da América do Sul” (Zanella, 2011), composta pelo
Chaco ao sul, Cerrado ao centro-oeste e Caatinga a nordeste. Diferentes

espécies do género Melipona possuem ocorréncia restrita a esses ambientes e
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a divergéncia entre essas espécies parecem estar relacionadas tanto a eventos

mais recentes, no Pleistoceno, como mais antigos no Plioceno.

No subgénero Michmelia amostramos as espécies M. flavolineata, M.
rufiventris e uma possivel nova espécie do Grupo rufiventris (Tavares et al.
2007), ainda sem identificacdo, de ocorréncia no norte de Minas Gerais. M.
flavolineata (coletadas em Tocantins) forma um grupo irmao com M. sp
(coletadas no norte de Minas Gerais) datado em 1,77 Maa, formando um clado
separado das M. flavolineata coletadas no Maranh&o. Espécimes coletados no
Para (identificadas como M. aff. flavolineata) formam clado irm&o com o grupo
do Tocantins e norte de Minas (datado em 2,45 Maa), mais proximas do que M.
flavolineata coletadas no Maranhdo (Figura 5). E possivel que a divergéncia
desses grupos tenha se dado por eventos de vicaridncia e expansao durante
os periodos glaciais e interglaciais onde houve expansdo de areas abertas

sobre a regido amazénica e de areas umidas sobre o Cerrado (Zanella, 2011).

No subgénero Melikerria espécimes de M. quinquefasciata coletadas
em Minas Gerais e Ceara formam dois clados com separagcao datada em 4,97
Maa (Figura 6). Essa divergéncia ndo pode ser explicada por eventos no
Pleistoceno. Zanella (2011) citando Silva (1995) discute a importancia do
soerguimento do Planalto Central Brasileiro ocorrido entre o Plioceno e
Pleistoceno como eventos de vicariancia influenciando a divergéncia de grupos
do Cerrado e Chaco, aventando a possibilidade de que tal evento possa
também ter influenciado a divergéncia entre a biota do Cerrado e da Caatinga.
Zanella (2002) apresentou estudo sobre a biogeografia de abelhas do género
Caenonomada (Apidae: Tapinotaspidini) que reune espécies de ambientes
xéricos, incluindo o Brasil central, a Caatinga nordestina e o Chaco na
Argentina. O autor sugere eventos de vicariancia anteriores ao Pleistoceno
separando as espécies de ocorréncia na Caatinga daquelas ocorrendo mais ao

sul.

No subgénero Melipona as espécies M. subnitida (caatinga do Rio
Grande do Norte e Paraiba) e M orbignyi (Cerrado do Mato Grosso do Sul)
formam um clado irm&o datado em 2,16 Maa, coincidente com eventos de

vicariancia do Pleistoceno (Figura 7). Uma relagao interessante foi observada
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neste grupo. Uma espécie nao identificada (M. sp, voucher MP98 — Ramirez et
al., 2010) coletada na Colémbia posiciona-se como grupo irméo de M. orbignyi
e M. subnitida, datado em 2,87 Maa. Na regido noroeste da América do Sul ha
regides de vegetacdo seca, os Llanos, na Venezuela. Ndo temos uma
informacéao precisa sobre o local de ocorréncia deste espécime (MP98), mas se
for oriunda de formagdes secas, ha aqui uma interessante ligagdo entre as
faunas de ambientes do Cerrado e Caatinga, com areas ao norte da regido
amazoénica. Zanella (2011) cita diferentes casos semelhantes incluindo abelhas
e escorpides, de faunas relacionadas entre essas areas, sugerindo corredores
de ambientes secos durante os periodos glaciais que poderiam explicar a
expansdo de faunas associadas a ambientes secos para dentro da regido

amazonica.

Assim, a historia biogeografica nos ambientes de formagdes abertas da
Ameérica do Sul parece ser bastante complexa, como destacado por Zanella
(2011) e merecem estudos mais abrangentes que permitam tragar os diferentes
eventos biogeograficos determinantes da diferenciagdo da biota destes
ambientes. Mas é possivel destacar que eventos de expansao e de vicariancia
do Plioceno e Pleistocenos devem ser responsaveis pela diferenciagcdo na
apifauna do género Melipona de ocorréncia nos ambientes xéricos da América
do Sul.

5.4. Ocupacgado da América Central e México

Varias espécies de Melipona estao distribuidas na América Central,
desde o Panama até o México. Antes de ~3,5 Maa o nivel do mar estava acima
do atual, e o istmo do Panama estava submerso, isolando a América do Sul da
por¢cao Norte Americana (Coates et al., 1992). Com a diminuigdo do nivel do
mar devido ao resfriamento do planeta, no Plioceno superior ocorre a formagao
do istmo do Panama, isolando o oceano atlantico do pacifico e conectando a
Ameérica do Sul e América Central, permitindo a troca entre fauna e flora destes

ambientes (Burnham e Graham, 1999).

Amostramos dois grupos de abelhas distribuidas geograficamente na
América Central e México. No subgénero Michmelia as espécies M.

costaricaensis, M. melanopleura, M. solani coalescem em um tempo de
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divergéncia datado molecularmente em 3,90 Maa relacionadas com espécime
coletadas no Equador (Figura 3). Isso sugere que a apifauna da Ameérica
Central esta relacionada com a apifauna da amazdnia, em sua porg¢ao andina,
€ que a ocupacao da América Central se deu por expansao da fauna

amazodnica para a América Central e México, através do Istmo do Panama.

No subgénero Melikerria também foi analisado um espécime de M.
beecheii de ocorréncia no México (Figura 6). Entretanto, uma Unica espécie
nao permite estimar o tempo de isolamento desta linhagem e o tempo de

coalescéncia fica sendo a raiz do subgénero.
5.5. Relacdes entre os diferentes ambientes

Considerando as relagdes filogenéticas entre os clados e o ambiente
onde as espécies estdo distribuidas atualmente verifica-se uma complexa
relacdo entre os diferentes ambientes. Apresentamos na Figura 8 um
cronograma que mostra essas relacdes para os subgéneros estudados. E
possivel observar que as diferentes linhagens estdo representadas em quase

todos os ambientes.

Espécies do subgénero Michmelia sdo encontradas na Amazénia, na
Mata Atlantica no Cerrado e na América Central. As espécies M. capixaba e M.
scutellaris (Mata Atlantica) estao relacionadas com espécies amazdnicas como
M. eburnea, M. fuscopilosa e M. seminigra, bem como com espécies da
América Central, e a datacdo molecular indica a divergéncia dessas linhagens
em 4,31 Maa (Plioceno) (Figura 3). M. rufiventris e M. flavolineata (Cerrado)
formam grupo irmao com M. captiosa de ocorréncia na Amazénia, com datagao

em 4,87 Maa (Plioceno) (Figura 5).

No subgénero Melikerria, a espécie M. quinquefasciata (Cerrado) forma
grupo irmao com M. grandis e M. compressipes (Amazonia) com datacdo em
7,39 Maa (Mioceno). M. fasciculata do Maranhao (Cerrado), forma grupo irméo
com M. compressipes (Amazdnia) datado em 3,84 Maa (Plioceno)(Figura 6).
No subgénero Melipona, a espécie M. quadrifasciata (Mata Atlantica) forma
grupo irmao com M. mandacaia (Caatinga) em clado datado em 4,06 Maa

(Plioceno) (Figura 7).

121



Mata Atlintica
Mats Allintica
Amazbnla
AmaEanis
Amazdnia

v} 3 oo Amazinia

— Amazénia
:= America Centra
——— A PAEGALR
Amazdnia
1 — Amazdnia
Amazénka
Comado

Corrada
[=

Carrado
Carrado
Amazdnia

Cuorrada
Cormado
Armardnia
AMaEonia
—.— Mata Atlintica
e Amazdnka

Melipona ‘_ — Carrado

i it
" — Cofrads

801 H Amazdnia

Amazdnia
Amazdnia

il Amazdnka
10:52 a gt
—— Carrado
13,81

America Centra

I ania

L. —i2 gl castings

10,13 7 %4l + Cemmado
i8] aar L3 Caatinga
T

Mata Atldntica

- ""-q Caatinga

Mioceno  Plioceno Peistocena
gl | | | |
20,0 15.0 0o 50 00

Wishes de ance aitrks (s

Subgénero Ambiente
* Michmely A Mefkeria [ Amazdnia Bl Mata Attintica
® Eomelipona M Mafipona B Caatinga Cerado
I América Central
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datacdo molecular no r8s.
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Assim percebe-se que, enquanto as relagcdes entre espécies correlatas
de um mesmo ambiente foram datadas geralmente no Pleistoceno e Plioceno
superior (antes de 3,5 Maa), as relagdes entre espécies correlatas de

diferentes ambientes sdo mais antigas, datadas no Plioceno e Mioceno.

Dois padrbes mais ou menos gerais podem ser percebidos.

1. Espécies filogeneticamente préximas ocupam o0 mesmo
ambiente e as relagdes entre as espécies aparentadas de um
mesmo ambiente sdo geralmente mais recentes;

2. O mesmo ambiente é ocupado por espécies filogeneticamente
distantes, isto porque espécies de linhagens ancestrais
diferentes ocuparam o mesmo espago geografico e as
relagdes entre espécies nao aparentadas de um mesmo

ambiente sdo geralmente mais antigas.

Podemos generalizar que inicialmente eventos de expanséao
populacional resultaram na ocupacao dos diferentes ambientes por diferentes
linhagens ancestrais e, posteriormente eventos de vicariancia isolaram essas
linhagens ancestrais em seus ambientes atuais, com eventos de especiagao

por vicariancia dentro de um mesmo ambiente.

5.6. Esboco sobre a histéria biogeografica do género Melipona

Rasmussen e Cameron (2010) concluem que a principal divisao entre os
Meliponini Neotropicais e os Afrotropicais se deu em torno de 80 Maa
(Gondwana) e essa separagdo determinou a evolugdo isolada dos grupos
neotropicais. Michener (2007) afirma que o género Melipona é claramente
relacionado com abelhas africanas. Assim, a histéria do grupo se deu a partir

de linhagens ancestrais isoladas na América do Sul.

A histoéria biogeografica do género Melipona llliger, 1806 parece ter se

iniciado na América do Sul em torno de 16 Maa. Entre 16 a 10 Maa, extensas
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florestas umidas cobriam a América do Sul de forma continua do Atlantico ao
Pacifico (Morley, 2000 - citado por DaSilva e Pinto-da-Rocha, 2011). Isto
permitiu que as linhagens ancestrais ocupassem toda a extensao das florestas

umidas, em um evento inicial de expansao populacional da linhagem ancestral.

Em torno de 12 a 10 Maa (no Mioceno Médio) ocorre intensa
transgressédo marinha na América do Sul formando um grande mar que se
estendeu de norte a sul do continente sul americano, isolado a oeste pela
Cordilheira dos Andes e separando a América do Sul em duas grandes ilhas, o
escudo das Guianas (a noroeste da regido Amazoénica) e o escudo brasileiro
(no centro e leste do Brasil) (Webb, 1995). Esse evento deve ter determinado
processos vicariantes na linhagem ancestral, determinando a cladogénese dos

diferentes subgéneros de Melipona, datados entre 8,89 — 10,92 Maa.

Durante o Mioceno Superior, 0 mar regrediu permitindo a reconstituigao
das florestas sul-americanas, que deve ter sido acompanhada por novos
eventos de expansdao populacional das linhagens ancestrais, agora ja
diferenciadas em subgéneros, que ocuparam os diferentes ambientes onde
hoje se encontram. Por volta de 5 Maa, no Plioceno, iniciam os ciclos glaciais
com resfriamento do globo e as florestas umidas diminuem em extensédo e
avancam as formacgdes abertas. Com a elevagao do Planalto Central brasileiro,
datado entre o Plioceno e Plesitoceno, a “Diagonal de formacdes abertas
secas” se estende para a sua configuracao atual, isolando definitivamente a

Mata Atlantica da Amazdnia pelo Cerrado e Caatinga.

Estes eventos determinaram a vicariancia dos diferentes grupos dentro
de seus ambientes iniciando o processo evolutivo das linhagens isoladas em
cada ambiente. Em ~3,5 Maa a formacao do Istmo do Panama conectou por
terra a América do Sul e América Central, permitindo a troca floristica e
faunistica entre as regides, permitindo a ocupagdo da América Central por

linhagens relacionadas a apifauna amazénica.

Durante o Pleistoceno (2,5 Maa), as linhagens internas a cada ambiente
sofreram novos processos de vicaridncia devido aos eventos glaciais-
interglaciais que promoveram ciclos de expansao e retragdo das formagdes

vegetais. Na Mata Atlantica e Amazonia, grupos foram isolados nos diferentes
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refugios vegetacionais do Quaternario, culminando em eventos de especiagao
nas diferentes areas de endemismo. No Cerrado e Caatinga, a expansao ora
de formagdes umidas para as areas de Cerrado, ora de formagdes secas para
as areas amazobnicas promoveu a diferenciagao entre as linhagens no Cerrado

e na Caatinga.
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CONCLUSOES GERAIS

e Melipona capixaba Moure e Camargo, 1994, a "urugu capixaba", é
considerada como ameacada de extincao e seu atual status de ameaca
pode ser modificado para a categoria Em Perigo EN-B1lab(iii), segundo
os critérios adotados na Lista Vermelha de Espécies Ameagadas, uma
vez que a area de ocorréncia da espécie foi estimada em menos de
5.000Km?.

e A maioria das colbnias remanescentes parece estar atualmente em
posse de meliponicultores. No entanto, a atividade de criacdo carece de
amparo legal. Os 6rgaos de controle e fiscalizagdo devem levar em
consideragao esse fato, para que nao haja prejuizo para a manutengao
das col6nias remanescentes.

e A hibridacdo entre as espécies M. capixaba e M. scutellaris é fato
confirmado e parece ocorrer em poucos meses apds o contato entre as
colbnias. As consequéncias da hibridacdo sao imprevisiveis, mas
provavelmente trara impactos negativos para a espécie M. capixaba. Por
isso, a introdugao de colénias de M. scutellaris no Espirito Santo deve
ser fortemente evitada.

e O género Melipona llliger, 1806 é interessante grupo de estudo para o
entendimento dos padrdes e processos biogeograficos que atuaram na
formagao e diversificagcdo da biodiversidade Neotropical. Contribui para
isso a sua distribuicdo em quase toda a América do Sul, América Central
e México, a antiguidade de sua historia evolutiva, datada em
aproximadamente 16 Milhdes de anos e a diversidade de taxons com

ocorréncia exclusiva em diferentes ambientes.
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ANEXOS

Tabela 1. Latitude sul, longitude oeste, municipio de origem, altitude do ponto (em metros) e

numero amostral de colénias em cada um dos 58 pontos de coleta de col6nias da abelha

Melipona capixaba amostradas e utilizadas para os trabalhos do capitulo 1.

PONTO LATITUDE LONGITUDE MUNICIPIO ALTITUDE N AMOSTRAL
1 $20214'42,0" WA41203'32,4" Afonso Claudio 920 1
2 S20214'45,6" WA41204'48,0" Afonso Claudio 922 2
3 $20933'25,2"  W40951'43,2" Alfredo Chaves 612 1
4 S20932'56,4" W40948'03,6" Alfredo Chaves 636 7
5 S20931'55,2"  WA40953'13,2" Alfredo Chaves 760 3
6 $20930'21,6" W40953'09,6" Alfredo Chaves 882 1
7 $20216'22,8" W41203'39,6" Alfredo Chaves 913 2
8 $20928'55,2"  W40955'33,6" Alfredo Chaves 954 2
9 $20929'31,2" WA40956'38,4" Alfredo Chaves 1008 6
10 S20214'13,2" WA41918'54,0" Brejetuba 1041 2
11 S20221'46,8" WA41914'42,0" Conceigdo 620 3
12 $20217'13,2" W41910'51,6" Conceic¢do do Castelo 879 1
13 $20217'02,4" W41910'48,0" Conceigcdo do Castelo 883 1
14 $20216'44,4" W41910'12,0" Conceicdo do Castelo 952 3
15 $20216'01,2" W41910'33,6" Conceicdo do Castelo 972 2
16 $20217'24,0" W41910'22,8" Concei¢do do Castelo 1007 2
17 $20216'19,2" WA41916'15,6" Conceicdo do Castelo 1087 3
18 S20216'12,0" WA41916'19,2" Conceigdo do Castelo 1090 2
19 $20237'13.0" W41941'08.0" Divino de Sdo Lourengco 730 7
20 $20215'54,0" WA40953'45,6" Domingos Martins 866 3
21 $20215'28,8" W40953'45,6" Domingos Martins 892 5
22 $20218'36,0" W41901'48,0" Domingos Martins 920 7
23 $20215'14,4" WA41902'56,4" Domingos Martins 939 2
24 $20215'07,2" W41903'32,4" Domingos Martins 940 2
25 $20214'34,8" W40954'57,6" Domingos Martins 944 13
26 $209226'20,4" W41901'55,2" Domingos Martins 969 1
27 $209226'24,0" WA41901'55,2" Domingos Martins 969 1
28 $20216'48,0" W41903'54,0" Domingos Martins 984 3
29 $209226'24,0" W41901'58,8" Domingos Martins 993 2
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Continuacdo tabela 1.

31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55

56

57

58

§20925'58,8"
§20927'57,6"
$20914'45,6"
$20926'42,0"
$20926'38,4"
$20926'13,2"
§20914'49,2"
$20924'50,4"
§20927'21,6"
$20928'40,8"
§20923'34,8"
$20924'14,4"
§20925'25,7"
$20910'33,6"
§19956'27,6"
§19957'10,8"
$20933' 54,0"
$20933'57,6"
$20932'42,0"
§20932'13,2"
$20930'57,6"
$20934'19,2"
§20931'01,2"
$20926' 56,4"
$20927'10,8"

§20218' 57,6"
$20°19'01,2"

$20°18' 54,0"

W41902'02,4"
W412900'10,8"
W41903'32,4"
W41204'19,2"
W41204'22,8"
W41901'22,8"
W41903'25,2"
W41902'20,4"
W41200'28,8"
W412903'50,4"
W41901'40,8"
W41901'55,2"
W40953'20,6"
W40952'58,8"
W4093520,4"
W40936'21,6"
W40959'13,2"
W41200'36,0"
W40959'49,2"
W40959'34,8"
W40959'13,2"
W40957'10,8"
W40959'06,0"
W412903'39,6"
W41203'28,8"

W41907'55,2"
W41209'21,6"

W41209'28,8"

Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins
Domingos Martins

Marechal Floriano

Santa Maria de Jetiba

Santa Teresa
Santa Teresa
Vargem Alta
Vargem Alta
Vargem Alta
Vargem Alta
Vargem Alta
Vargem Alta
Vargem Alta
Venda Nova

Venda Nova
Venda Nova do
Imigrante
Venda Nova do
Imigrante
Venda Nova do
Imigrante

998
1002
1006
1020
1024
1028
1037
1045
1060
1078
1155
1180
882
994
816
852
780
911
913
932
937
942
944
1058
1060

731

866

898

N W W W o N P R Db

3

NUMERO TOTAL DE COLONIAS AMOSTRADAS 177
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Tabela 2. Referéncias geograficas dos pontos amostrais das colonias de Melipona capixaba,

codigo dos haplétipos e seus respectivos grupos de hapldtipos para cada um dos espécimes

analisados no capitulo 2.

Grupo VOUCHER LAT LONG MUNICIPIO* Hapldtipo
1 Mecap05 -20.243 -40.916 Domingos Martins 2
1 Mcap06 -19.953 -40.606 Santa Teresa 2
1 Mcap07 -19.941 -40.589  Santa Teresa 3
1 Mcap08 -20.404 -41.032 Domingos Martins 4
1 Mecap09 -20.414 -41.039 Domingos Martins 4
1 Mcap10 -20.433 -41.034 Domingos Martins 4
1 Mecapll -20.439 -41.029 Domingos Martins 4
1 Mcap12 -20.437 -41.023 Domingos Martins 4
1 Mecapl3 -20.439 -41.032 Domingos Martins 4
1 Mcapl4 -20.28 -41.065 Domingos Martins 2
1 Mecapl5s -20.393 -41.028 Domingos Martins 2
1 Mcap1l6 -20.247 -41.057 Domingos Martins 2
1 Mecapl7 -20.246 -41.059 Domingos Martins 4
1 Mcapl9 -20.245 -41.059  Afonso Claudio 2
1 Mecap20 -20.252 -41.059 Domingos Martins 2
1 Mcap21 -20.254 -41.049 Domingos Martins 4
1 Mecap24 -20.478 -41.064 Domingos Martins 4
1 Mcap26 -20.27 -41.272  Conceigdo do Castelo 5
1  Mcap27 -20.316 -41.132  Venda Nova do Imigrante 4
1 Mcap29 -20.363 -41.245  Conceigdo 6
1 Mcap30 -20.273 -41.061  Alfredo Chaves 7
1 Mecap32 -20.416 -40.907 Marechal Floriano 4
1  Mcap33 -20.482 -40.926  Alfredo Chaves 8
1 Mcap42 -20.453 -41.058 Venda Nova 4
1 Mcap44s -20.29 -41.173  Conceicao do Castelo 8
1  Mcap4s -20.287 -41.181  Conceigdo do Castelo 2
1 Mcap46 -20.284 -41.18 Conceigdo do Castelo 11
1 Mcapd7  -20.279 -41.17 Conceigdo do Castelo 8
1 Mcap49 -20.267 -41.176  Conceicao do Castelo 12
1 Mcap50 -20.315 -41.158  Venda Nova do Imigrante 8
1 Mecap52 -20.258 -40.896 Domingos Martins 2
1 Mecap53 -20.265 -40.896 Domingos Martins 3
2 Mcap01 -20.549 -40.801  Alfredo Chaves 1
2 Mcap02 -20.557 -40.862  Alfredo Chaves 1
2  Mcap04  -20.532 -40.887  Alfredo Chaves 1
2  Mcap34 -20.492 -40.944  Alfredo Chaves 1
2  Mcap35 -20.516 -40.987  Vargem Alta 9
2  Mcap36 -20.517 -40.985  Vargem Alta 9
2  Mcap37 -20.537 -40.993  Vargem Alta 1

133



Continuacdo tabela 2.

2
2
2
2
2

Mcap39
Mcap40
Mcap4l
Mcap43
Mcap55

-20.565
-20.572
-20.566
-20.449
-20.456

-40.987
-40.953
-41.01
-41.061
-41.008

Vargem Alta
Vargem Alta
Vargem Alta 10
Venda Nova 9
Domingos Martins 13

* Todos municipios do estado do Espirito Santo
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Tabela 3. Referéncias geograficas dos pontos amostrais das col6nias de Melipona scutellaris,

codigo dos haplétipos e seus respectivos grupos de hapldtipos para cada um dos espécimes

analisados no capitulo 2.

GRUPO VOUCHER LAT LONG MUNICIPIO - ESTADO HAPLOTIPO
1 Mscu2 -12.678 -39.04 Cruz das Almas - BA 2

1 Mscud -13.084 -39.649 Amargosa - BA 4

1 MsculO -12.263 -38.042 Itanagra- BA 12

1 Mscull -12.581 -38.015 Praia do Forte - BA 13

1 Mscul2 -12.483 -41.195 Andarai- BA 12

1 Mscul3 -12.462 -39.462 Santa Terezinha BA 4

1 Msculd -12.211  -39.224 Catu BA 14

1 Mscul5 -12.415 -38.193 Camagari BA 2,12
1 Mscul8 -12.431 -38.328 Pojuca BA 2,12
1 Mscu23 -12.353 -38.379 Catu-BA 12

1 Mscu30 -7.413 -34.833  Pitimbu - PB 24

1 Mscu32 -7.399 -34.911 Alhandra-PB 25

1 Mscu33 -7.413 -34.902 Alhandra - PB 24

1 Mscu34 -7.318 -34.886 Conde - PB 24

1 Mscu35 -7.31 -34.895 Conde-PB 24

1 Mscu61 -8.285 -35.697  Sairé - PE 38

1 Mscu62 -8.288 -35.687  Sairé - PE 38

1 Mscu63 -10.582 -36.96 Japaratuba - SE 40

1 Mscub4 -11.021 -37.202  S3o Cristévao - SE 39

1 Mscu66 -10.382  -37.224  N. Sra. Das Dores - SE 41

1 Mscu67 -10.619 -36.841 S3o Cristovao - SE 41,42
1 Mscu69 -7.835 -34.905 Igarassu-PE 21

1 Mscu73 -12.809 -39.199 Concei¢do do Almeida - BA 2

1 Mscu74 -7.8 -35.591 Bom Jardim - PE 45

1 Mscu75 -7.8 -35.591 BomJardim - PE 46

1 Mscu76 -7.8 -35.591 Bom Jardim - PE 45

2 Mscu27 -6.967 -35.692 Areia-PB 20
2 Mscu29 -6.7 -35.615 Pildes - PB 23

2 Mscu38 -7.195 -34.816 Jodo Pessoa - PB 26

2 Mscu39 -6.69 -35.091 RioTinto- PB 27

2 Mscu40 -6.681 -35.097 RioTinto - PB 28

p Mscu4l -6.657 -35.087 RioTinto - PB 28,29
2 Mscu42 -7.104 -35.799 Matinhas - PB 30
2 Mscu43 -7.134 -35.756  Matinhas - PB 31

2 Mscud4 -7.101 -35.755 Alagoa Nova - PB 32

2 Mscu4d6 -7.106 -35.766  Alagoa Nova - PB 33

2 Mscud7 -7.108 -35.76 Alagoa Nova - PB 34
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Continuagdo da tabela 3.

Mscu48
Mscu49
Mscu50
Mscu51
Mscu52
Mscu53
Mscu54
Mscu55
Mscu56
Mscu57
Mscu59
Mscu60
Mscu68
Mscu5

Mscub

Mscul6
Mscu71
Mscu7

Mscu8

Mscu9

Mscu24
Mscu25
Mscu28
Mscul

Mscu3

Mscul?
Mscul9
Mscu20
Mscu21
Mscu22

S DD DA S P WW W W W WWWWWNNNNNDNDNNDNDNDNNDNDNNDN

-7.109
-7.093
-7.094
-6.759
-6.761
-6.75
-6.734
-6.735
-6.744
-6.743
-6.726
-6.713
-8.73
-12.798
-12.852
-11.33
-12.594
-12.289
-12.082
-12.051
-10.508
-11.091
-11.55
-12.682
-13.001
-13.392
-13.441
-13.441
-13.441
-13.426

-35.76

-35.772
-35.773
-35.585
-35.585
-35.571
-35.573
-35.57

-35.581
-35.591
-35.617
-35.586
-35.154
-41.328
-41.313
-41.092
-41.294
-40.495
-41.094
-40.495
-40.321
-40.435
-41.156
-39.036
-39.619
-40.125
-40.431
-40.431
-40.431
-40.302

Matinhas - PB

Alagoa Nova - PB
Alagoa Nova - PB
Bananeiras - PB
Bananeiras - PB
Bananeiras - PB
Bananeiras - PB
Bananeiras - PB

Lagoa do Matias - PB
Estivas - PB
Bananeiras - PB
Bananeiras - PB
Tamandaré - PE
Andarai - BA

Andarai - BA

Morro do Chapéu - BA
Chapada Diamantina - BA
Rui Barbosa - BA
Utinga - BA

Jequitiba- BA

Campo Formoso - BA
Caem - BA

Morro do Chapéu - BA
Sao Felix - BA
Amargosa - BA
Lafaiete Coutinho - BA
Maracads - BA

Maracds - BA

Maracas - BA

Lajedo do Tabocal - BA

34
35
35
20
23
36
20
20
20
37
37
37
43
5,6

7,16
44
9,10
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Tabela 4. Referéncias de acessos no GenBank para as espécies de Melipona e outras abelhas
utilizadas para o enraizamento da arvore filogenética e para a datagdo molecular — referentes

aos capitulos 2 e 4.

Voucher Espécie Acessos GenBank Local (Pais) de
coleta
co1 EFlalpha POL2
MP78 M. scutellaris EU163152 EU163239 EU162907  Brasil
MP33 M. aff. costaricaensis EU163134 EU163221 EU162890 Panama
MP14 M. costaricaensis EU163121 EU163207 EU162876  Costa Rica
MP21 M. costaricaensis EU163129 EU163216 EU162885 Panama
MP1 M. panamica EU163096 EU163179 EU162848 Panama
MP86 M. solani EU163160 EU163247 EU162915 México
MP93 M. sp. EU163165 EU163252 EU162920 Peru
MP38 M. seminigra EU163138 EU163225 EU162894  Brasil
atrofulva
MP85 M. sp. EU163159 EU163246 EU162914  Coldémbia
MP42 M. fuliginosa EU163141 EU163228 EU162897 Guiana Francesa
MP32 M. crinita EU163133 EU163220 EU162889 Panama
MP92 M. aff. crinita EU163164 EU163251 EU162919 Peru
MP128 M. grandis EU163117 EU163203 EU162872 Peru
MP22 M. grandis EU163130 EU163217 EU162886 Equador
MP97 M. grandis EU163169 EU163256 EU162933  Peru
MP95 M. illota EU163167 EU163254 EU162921 Equador
MP34 M. melanoventer EU163135 EU163222 EU162891  Brasil
MP43 M. captiosa EU163142 EU163229 EU162898  Guiana Francesa
MP72 M. flavolineata EU163149 EU163236 EU162904 Bolivia
MP77 M. rufiventris EU163151 EU163238 EU162906  Brasil
MP15 M. fulva EU163125 EU163212 EU162881 Guiana Francesa
MP104  Nannotrigona EU163100 EU163184 EU162853 Panama
perilampoides
MP101  Plebeia frankii EU163098 EU163181 EU162850 Panama
MP105  Scaptotrigona EU163101 EU163185 EU162854  Brasil
polysticta
MP100 Tetragonisca EU163097 EU163180 EU162849 Panama
angustula
MP109  Trigona sp. EU163105 EU163189 EU162858 Equador
EU53a Aglae caerulea EU163091 EU163173 EU162842 Colombia
MP145  Apis andreniformis EU163123 EU163210 EU162879 China
MP110  Apis cerana EU163106 EU163190 EU162859 Tailandia
MP112  Apis cerana EU163108 EU163192 EU162861 Tailandia
MP111  Apis dorsata EU163107 EU163191 EU162860 Tailandia
MP143  Apis florea EU163122 EU163209 EU162878 China

MP113  Apis koschevnikovi EU163109 EU163193 EU162862 Tailandia
MP114  Apis koschevnikovi EU163110 EU163209 EU162878 Tailandia
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Continuag¢do da tabela 4.

MP147
MP146
MP138
MP106

MP89
MP125
EU99

EU15b
EUS8
EU70
EU71
MP107
MP108

MP115

Apis mellifera
Bombus transversalis
Bombus vagans
Cephalotrigona
zexmeniae
Cephalotrigona
Epicharis sp.
Eufriesea
caerulescens
Euglossa asarophora
Euglossa mixta
Euglossa villosa
Exaerete azteca
Friesella schrottkyi
Frieseomelitta
silvestrii
Lestrimelitta
danuncia

AY114457.1
EU163124
EU163120
EU163102

EU163105
EU163161
EU163095

EU163090
EU163094
EU163092
EU163093
EU163103
EU163104

EU163111

AF015267.1
EU163211
EU163206
EU163186

EU163189
EU163248
EU163178

EU163171
EU163177
EU163175
EU163176
EU163187
EU163188

EU163195

DQ069332.1
EU162880
EU162875
EU162855

EU162858
EU162916
EU162847

EU162840
EU162846
EU162844
EU162845
EU162856
EU162857

EU162864

USA
Peru
USA
Panama

Equador
Colombia
México

Costa Rica
Costa Rica
Guatemala
México
Brasil
Brasil

Panama
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Tabela 5. Referéncias geograficas das espécies de Melipona utilizadas para as interpretacées

biogeograficas referentes aos capitulos 4.

VOUCHER Espécie Localidade de coleta Coletor
MASI2 M. (Eomelipona) asilvai Santana do Serido RN  Ezequiel
MBIC1 M. (Eomelipona) bicolor Cataguases MG Hugo Werneck
MBIC2 M.(Eomelipona) bicolor Criciuma sC -
MCAP M. (Michmelia) capixaba Domingos Martins ES  Helder Resende
MCRI1 M. (Michmelia) crinita Embrapa AC  Rui Peruqueti
MCRI2 M. (Michmelia) crinita Ramal Nabor Junior AC  Rui Peruqueti
MCRI3 M.(Michmelia) crinita Xapuri AC  Rui Peruqueti
MEBU1 M. (Michmelia) eburnea Alcobras AC  Rui Peruqueti
MEBU2 M. (Michmelia) eburnea Alcobras AC  Rui Peruqueti
MEBU4 M. (Michmelia) eburnea Xapuri AC  Rui Peruqueti
MFAS1 M. (Melikerria) fasciculata Urbano Santos MA Helder Resende
MFAS2 M.(Melikerria) fasciculata Urbano Santos MA Helder Resende
MFUS1 M. (Michmelia) fuscopilosa Xapuri AC  Rui Peruqueti
Antbnio
MMAND M. (Melipona) mandacaia Juazeiro BA  Nogueira
MORB1 M. (Melipona) orbignyi Aquidauana MS Davi Aidar
MQull M. (Melikerria) quinquefasciata Diamantina MG Flavio
MQul3 M. (Melikerria) quinquefasciata Januaria MG -
MQul4 M. (Melikerria) quinquefasciata Sao Jodo Del Rey MG -
MQuUlé M.(Melikerria) quinquefasciata Chapada do Araripe CE  Lucio Campos
MSEM M. (Michmelia) seminigra Nova Xavantiva MT E.F.Lima
MSEMME M. (Michmelia) seminigra merrillae Manaus AM -
MSP1 M. (Michmelia) flavolineta Sdo Luis MA M. Drummond
MSP2 M. (Michmelia) flavolineta Sdo Bento MA M. Drummond
MSP10 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos
MSP11 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos
MSP12 M. sp. Belterra PA  Josemar Ramos
MSP14 M. sp. Ariquemes RO  Francisco Lisboa
MSP15 M. (Michmelia) flavolineta Urbano Santos MA Helder Resende
MSP16 M. (Michmelia) rufiventris Catalao GO  José Eustaquio Jr
MSP18 M. (Michmelia) rufiventris Catalao GO  José Eustaquio Jr
MSP19 M. (Michmelia) flavolineta Urbano Santos MA Helder Resende
MSP20 M. (Michmelia) flavolineta Urbano Santos MA Helder Resende
MSP21 M. sp. Abaetetuba PA  Josemar Ramos
MSP22 M. sp. Abaetetuba PA  Josemar Ramos
MSP23 M. sp. Abaetetuba PA  Josemar Ramos
MSP24 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos
MSP25 M. sp. Grupo rufiventris Janudria MG fris Stanciola
MSP26 M. sp. Grupo rufiventris Januaria MG ris Stanciola
MSP27 M. sp. Grupo rufiventris Janudria MG fris Stanciola
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Continuagdo da tabela 5.

MSP28 M. sp. Abaetetuba PA  Josemar Ramos
MSP29 M. sp. Abaetetuba PA  Josemar Ramos
Francisco

MSP31 M. sp. Ariquemes RO Lisboa

MSP32 M. aff. flavolineata Novo Acordo TO -

MSP33 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos

MSP34 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos

MSP35 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos

MSP37 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos

MSP38 M. sp. Belém PA  Josemar Ramos

MSP40 M. sp. Grupo rufiventris Dom Bosco | MG ris Stanciola
Brasilandia de

MSP42 M. sp. Grupo rufiventris Minas MG ris Stanciola

MSUB1 M. (Melipona) subnitida Mossord RN  Paulo Menezes

MSUB2 M. (Melipona) subnitida sertdo da Ceara CE -

MSUB3 M. (Melipona) subnitida sertdo da Paraiba PA  Helder Resende
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