POLLYANA LEAO GONCALVES

MODELAGEM PREDITIVA E GENETICA APLICADAS A
CONSERVACAO DA ABELHA NATIVA SEM FERRAO Mélipona
rufiventris Lepeletier, 1836 (HYMENOPTERA: APIDAE)

Dissertacdo apresentada a Universidade Fec
de Vigcosa, como parte das exigéncias
Programa de Poés-Graduacdo em Manejc
Conservacdo de Ecossistemas Naturais
Agréarios, para obtencao do titulo déagister
Scientiae.

FLORESTAL
MINAS GERAIS—- BRASIL
2017



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca da Universidade Federal

de Vicosa - Campus Florestal

T

G635m
2017

Goncalves, Pollyana Leao, 1991-

Modelagem preditiva e genética aplicadas a
conservacédo da abelha nativa sem ferraddelipona rufiventris
Lepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae): ./ Pollyana Leédo
Gongcalves. — Florestal, MG, 2017.

X, 65f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador: Helder Canto Resende.
Dissertagcéo (mestrado) - Universidade Federal de Vico
Inclui bibliografia.

1. Abelha sem ferrdo. 2. Abelha em extincdo. 3. AbelH
nativa. 4. Abelhas nativas: Genética. 5. Modelagem preditiy
I. Universidade Federal de Vigosa. Instituto de Ciéncias
Agrarias. Mestrado em Manejo e Conservacao de Ecossiste
Naturais e Agrérios. Il. Titulo.

638.1

Sa.

a
/a.

mas




POLLYANA LEAO GONCALVES

MODELAGEM PREDITIVA E GENETICA APLICADAS A
CONSERVACAQO DA ABELHA NATIVA SEM FERRAO Melipona
rufiventris Lepeletier, 1836 (HYMENOPTERA: APIDAE)

Dissertac#io apresentada d Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagio em Manejo ¢
Conservagio de Ecossistemas Naturais ¢
Agrarios, para obtengiio do titulo de Magister
Scientiae.

APROVADA: 31 de agosto de 2017.

z/%/M// rares Ao & OO0

Hugdq fle Azevedo Werneck Marco Antbnio de Oliveira

Helder Canto Ré¢sende
(Orientadgr)




~

\Q D720 727207 772676 MW



AGRADECIMENTOS

Ao meu bom Deus por nunca ter me abandonado e por me carregar quando eu ndo conseguia
caminhar com as proprias pernas. Por ter me agraciado durante toda a vida e por permitir ser

feliz apesar de tudo.

A minha familia que sempre acreditou em mim e sempre rezou e torceu muito para que esse
dia chegasse, eu amo muito vocés. Em especial agradeco a minha mae, que sempre abriu mac
de seus sonhos para me ajudar a realizar os meus. Essa mulher é meu exemplo de for¢a, garra
dedicacao, fé, esperanca e amor. Assumiu muito bem o seu papel e sempre fez mais que sua
obrigacao, fazendo também o papel de pai. Altruista, nunca mediu esfor¢cos para me dar o que

era preciso. Amo muito essa mulher!

Ao meu orientador Helder por ter me acolhido desde o primeiro contato e por ter me iniciado
nesse mundo louco da pesquisa, por ter acreditado no meu trabalho desde a iniciacédo
cientifica e por ser mais que um orientador, ser um amigo. Obrigada pelos sabios conselhos e
puxdes de orelha quando eu precisava. Espero que nossa amizade perdure pra sempre.
Aproveito para agradecer a Paula por ouvir meus lamentos, por todas as oracdes e por sempre

ter a palavra certa na hora certa.

Ao amigo José Eustaquio, por toda ajuda e ensinamentos ao longo do tempo de convivéncia.
Obrigada também por aceitar ser co-orientador nesse trabalho.

Ao cara que me salvou ajudando em muitas extracdes, me emprestando material e por ter me

ensinado tantas coisas Hugo Werneck. Tenho a honra de ter esse cara na minha banca.

Ao grande mestre e amigo Marco Antbnio, 0 cara que me mostrou que certas coisas sO
dependem de mim e que sempre afirma que de nada adianta ser doutor e ndo cumprimentar o
porteiro. Tenho imensa felicidade em conhecer esse cara de carater impar e humildade sem
igual. Obrigada pelos inumeros conselhos, conversas descontraidas, amizade e por ter se
desdobrado para fazer parte da minha banca. Outro amigo que quero ao meu lado&sn todos

momentos.

Aos amigos que sempre solicitos contribuiram de uma forma ou de outra para que essa
dissertagéo fosse concretizada: Henrique C. Costa e Emanuel Teixeira por terem aceitado com
tanta presteza colaborar com esse trabalho, a ajuda de vocés foi incalculavel. Maria Clara e

Elisa Monteze pelas caronas para a UFMG.



Ao meu namorado Cliver, companheiro de todas as horas, agradeco por fazer parte da minha
vida pessoal e profissional. Profissionalmente me inspiro sempre em Vvocé, na sua

determinacdao, inteligéncia e foco. Pessoalmente, vocé € uma das pessoas que mais acredite
em mim, mais do que eu mesma. Obrigada por sempre estar ao meu lado, mesmo com esses
278Km que nos separam, obrigada por fazer os meus dias melhores e muito obrigada por ser o
primeiro a corrigir todas as versfes dessa dissertacdo e pelo abstract. Também quero

agradecer a toda a sua familia pelo apoio e carinho.

Aos meus irmaos de maes diferentes (Deus sabia que nenhuma mae conseguiria aguentar
todos nés juntos) lara, Joicy, Kelbia, Samuel e Victor Hugo por toda torcida, pela amizade de
uma vida inteira e principalmente por desculparem minha auséncia em tantos momentos ao
longo desses anos. Saibam que todos foram, sdo e sempre serdo muito especiais pra mim,

porgue mesmo longe sei que posso contar sempre com VOCés.

Aos amigos que ganhei com a UFV: Amanda, Bruninha, Ingrid, Lucas, Natan, Tchu e Vitor
por sempre terem me proporcionado as melhores conversas e risadas, espero que a Noss:
amizade se fortaleca sempre. Com vocés dividi momentos bons e momentos horriveis.
Inimeras extracdes e PCRs que deram errado, material desaparecido e € com VOCés que quer

dividir essa conquista.

Ao professor que me apresentou a biologia e 0 seu segmento mais lindo, a genética, ainda no
Ensino Médio, o qual eu tenho o prazer de ter como amigo. Tulio, obrigada por sempre me
apoiar e torcer por mim e o meu agradecimento especial por ter me ensinado tanto e por ter
ficado imensamente feliz por ter uma aluna estudando Ciéncias Biol6gicas. Estendo este
agradecimento a todos os professores que tive ao longo de toda a vida, desde Tia Loudinha e
Tia Sintia que me ensinaram a ler e escrever até os de graduacdo e de pos: VOCES Sao
inesqueciveis. Em especial a professora Pollyanna Amaral, primeira orientadora, ainda na

época da monitoria de bioquimica, exemplo de profissional e de ser humano.

Aos pesquisadores que me forneceram dados de ocorrénbialigena rufiventris, Prof.

Denilce Lopes (UFV), Prof. Eduardo Almeida (USP), José Eustaquio (UFMG), Prof. Lucio
Campos (UFV), Prof. Fernando Silveira (UFMG). Aos dois Ultimos agradeco também pela
acolhida nos seus laboratérios e cole¢bes entomoldgicas, agrade¢o por todo ensinamento
durante esse tempo. Agradeco também aos meliponicultores que nos permitiram coletar

espécimes para as analises genéticas e aos colegas que acompanharam as coletas.



Ao pessoal que conheci nos laboratorios que utilizei para a realizacdo dessa pesquisa sempre
trocando valiosos conhecimentos de teoria e pratica ou até mesmo compartilhando
experiéncias de vida e ocasifes de desespero que a pos pode trazer. Agradeco principalmente
a Renata, técnica do laboratério de Biologia Molecular de Insetos da UFV, pela presteza,
empréstimo de material e conversas descontraidas sempre bem produtivas. Obrigada por toda

ajuda desde a IC.

A banca examinadora, por atenderem tdo prontamente ao meu pedido, pelas correcdes e

ajudas no meu trabalho. Vocés sdo muito bons!

Ao programa de Pés-Graduacdo em Manejo e Conservacdo de Ecossistemas Naturais e
Agréarios da Universidade Federal de Vigeseampus UFV Florestal pela oportunidade da
realizacdo deste trabalho. Agradeco em especial aos secretarios do programa que sempre
foram solicitos. Estendo este agradecimento aos funcionarios do registro esEtleestal e

Vigosa.

A CAPES e a FAPEMIG pela concesséo da bolsa de estudos.



SUMARIO

RESUMO ... viii
AB ST R A CT e X
INTRODUGAO GERAL ..ottt ettt ettt re st ne e 1

CAPITULO 1. ASPECTODS DA DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E MODELAGEM
PREDITIVA DE DISTRIBUICAO DE Meélipona rufiventris Lepeletier, 1836 (APIDAE:

IMELIPONINI) eeitiiiee ettt e e e ettt e e e e e sttt e e e e e e annbn e e e e e e s snssnneeeeeaans 12.......
L. RESUMO ...ttt e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e s e s sba e e e e e e e e nnbbeeaeeeeeannnrreaaeas 12
2. INTRODUGAO ...ttt ettt ea et en e e e e eaeae e eaens 13
3. METODOLOGIA ..ot e et e e et e e e et e e e et e e e et e e eaan e e eennnaaees 15
G0 I = To [0 1SN o o) 1o 0 1= SRR 15
I Ofo] 0] (=ToTor=To I o [0 13N 4 F=T o = SRR 16
3.3.Modelagem preditiva de distribuicdoMelipona rufiventris..............cccccvvvvvnnnnnnn. 16
R T Y - T -\ K o (=T 1 0] = L 16
3.3.2. Calibracéo e avaliagdo do MOAEl0 .......ccceeeiieeeeiiiiiieieee e 17
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ..... .ot 19
4.1.Distribuicdo geografica ddelipona rufivVentris.........ccccooiieiieiieeiiniiiiieee e 19
4.2.Distribuicdo geografica em relacdo aos remanescentes do Cerrado............cccceeeennee 19
4.3.Distribuicao geografica em relacao a vegetacado do Cerrado.............ccccceevvvvvvvnnnnnne. 22
4.4 .Distribuicdo geografica em relacdo as unidades de conservacao ..............cccceevvvvnnns 24
4.5.Distribuicdo geografica em relacao as areas prioritarias para conservacao.............. 26
4.6.Distribuicdo geografica em relacao as areas prioritarias para a conservacao de
invertebrados no estado de MINAs GEraiS ...........cooeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 28
4.7.Distribuicdo geografica potencial Bielipona rufiventris.............ccoocoeeeeennnnnne. 30
5. CONCLUSOES. ..ottt ettt 35
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccoiiiiiiiiiiieieit ettt 36
A A N | = 1 T 41

CAPITULO 2. ANALISES GENETICAS E MOLECULARES APLICADAS A
CONSERVACAO DE Méelipona rufiventris Lepeletier, 1836 (APIDAE: MELIPONINI)

.................................................................................................................................... 44..........

I o S 1 U 1Y LSS 44

2. INTRODUGAO ..ottt ettt ettt ettt s et e et ea et enete e teeaeneeaenneeens 45

3. METODOLOGIA ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaeas 47
3.1.Material DIOIOGICO ....uvvuuiiie et e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaaa 47
3.2.Extracdo de DNA, amplificacdo dos fragmentos de interesse e sequenciamento .... 48
3.3.ANAlISES MOIECUIAIES ......vviiiiiiiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnns 49
3.4.Inferéncias filogenéticas e redes de haplOtipoS..........cccuvviiiiiiiiiiiiiiieieeee s 50

3.4.1. Inferéncias filogENELICAS ..........uuuuuiiiiiii e e e e e e e e e eeeaaaaee 50

3.4.2. Rede de haplOtipos .........ooveviiiiiiiiiiiie e e e e e e e e e e e e aeaaaaee 50

4. RESULTADOS ... oottt e e e e e e e e e e e e e e e sttt bbbt ettt et et e e e aeaaeeeaaaeaasaaaanns 51
4.1.Inferéncias filOgENELICAS ........ccoviiieiiii e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeaannes 51



4.2.Rede de NapIOtIPOS .....coiiiiiiiiiii ettt 57
5. DISCUSSAOD ...ttt s st a e e e 58
5.1.Inferéncias filogenéticas acerca do grigfioventris...........cccevviiiviiieeeeniniiiieeeeeenns 58
5.2.Diversidade e conservacao locaMigipona rufiventris...........cccooveeeiiiiiiiiiiiiiiiieeen, 60
B. CONCLUSOES. ..ottt bbbttt 61
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........coivitiieteeieeeeiee ettt 62

CONCLUSOES GERAIS

vii



RESUMO

GONCALVES, Pollyana Le&do, M.Sc., Universidade Federal de Vieosamnpus Florestal,
agosto de 2017Modelagem preditiva e genética aplicadas a conservacao da abelha
nativa sem ferrdoMelipona rufiventrisLepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae).
Orientador: Helder Canto Resende. Coorientador: José Eustaquio Santos Junior.

O Cerrado tem sido severamente degradado e Unidades de Conservacdo protegem uma
pequena parte do seu territorio. Alselhas da tribo Meliponini sdo endémicas das regides
tropicais e o génerblelipona é o mais rico do BrasiMelipona rufiventris Lepeletier (1836)

ocorre no Cerrado brasileiro e esth ameacada de extincdo. Essa espécie integra um grupo de
espécies conhecido como grupdiventris, que possui morfologia semelhante e distribuicdo

em quase todo territério do Brasil. O programa de conservachib mdiventris deve conter
informacdes sobre a sua distribuicdo geografica e dados moleculares para o desenvolvimento
de populacbes de conservacdo. O objetivo deste trabalho foi estimar area potencial de
ocorréncia déV. rufiventris, identificar genétipos promissores para compor uma populacao de
conservacao e estudar as relacdes filogenéticas entre algumas espécies ddfigenipis.

Mapas contendo os pontos de presenca da espécie e caracteristicas principais para sua
conservacao foram elaborados utilizando o software QGis. A area potencial da espécie foi
estimada com base na adequacdo climatica do ambiente. Duas regiées do DNA, o gene
Citocromo C oxidase | (COI) e o Espacador Intergénico Transcrito 1 (ITS1) foram utilizadas
em amplificacdes via PCR para os estudos de inferéncia filogenética e elaborsed® da
hapl6tipos. Os mapas mostraram que a area de ocorréridiardigventris € ampla, mas esta
altamente degradada e os fragmentos remanescentes sdo rodeados de areas cujo uso do sol
foi convertido em agropecudria e pastagens. As areas prioritarias para conservacao do Cerrado
nao contemplam toda distribuicdo da espécie e as Unidades de Conservagao existentes sac
muito poucas e isoladas, dificultando a identificacdo de areas que possam receber populacdes
de M. rufiventris. Os modelos gerados indicam uma grande area potencial de ocorréncia,
porém ela se encontra em uma regido degradada com varias interferéncias antropicas. Existe
adequabilidade climatica para a espécie em regides de Mata Atlantica, mas essas areas naao
séo vistas como areas naturais Merufiventris. Os resultados das analises moleculares
mostram a relacdo proxima existente entre as populagbes de urugu-amarela do sudeste do
Brasil e revela que a espécie ainda ndo descrita encontrada no noroeste e no norte de Minas

Gerais € mais intimamente relacionada ddehipona flavolineata do que conM. rufiventris.
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Oito haplotipos foram identificados e todos eles devem compor as populacfes de conservagéo
que serdo manejadas para os locais indicados para conservacdo da espécie.



ABSTRACT

GONCALVES, Pollyana Leao, M.sc., Universidade Federal de Vigosampus Florestal,
August, 2017 Predictive modeling and genetic applied to the conservation of native bee
Melipona rufiventris Lepeletier, 1836 (Hymenoptera: Apidae).Adviser. Helder Canto
ResendeCo-adviser: José Eustadquio Santos Junior.

The Cerrado have been severely degraded and Conservation Units protect a small part of its
territory. The bees of the tribe Meliponini are endemic from the tropical regions and the genus
Melipona is the richest in Brazil.Melipona rufiventris Lepeletier (1836) occurs in the
Brazilian Cerrado and is endangered. This species integrates a group of species known as the
rufiventris group, which has similar morphology and distribution in almost all Brazilian
territory. The M. rufiventris conservation program should contain information on its
geographical distribution and molecular data for the development of conservation populations.
The aim of this work was to estimate the potential occurrence ard& aifiventris, to

identify promising genotypes to compose a conservation population and to study the
phylogenetic relationships between some species ofufiventris group. Maps containing

the presence points of the species and the main characteristics to its conservation were
elaborated using the QGis software. The potential area of the species was estimated based on
the climatic suitability of the environment. Two regions of the DNA, the Cytochrome C
oxidase | (COIl) gene and the Internal Transcribed Spacer 1 (ITS1) were used in PCR
amplifications for the phylogenetic inference studies and elaboration of the haplotype
network. The maps showed that the occurrence ar&h odifiventris is broad, but is highly
degraded and the remaining fragments are surrounded by areas whose land use was convertec
into agriculture and pasture. The priority areas for conservation of the Cerrado do not include
all distribution of the species and the existing Conservation Units are very few and isolated,
making it difficult to identify areas that can receive populationsMofrufiventris. The
generated models indicate a large potential area of occurrendejdirt a degraded region

with several anthropic interferences. There is climatic suitability for the species in regions of
the Atlantic Forest, but these areas are not seen as natural akkazifoventris. The results

of the molecular analyzes show the close relationship between urugu amarela populations in
the southeast of Brazil and reveals that the species not yet described in the northwest and
north of Minas Gerais is most closely relatedvidipona flavolineata than toM. rufiventris.

Eight haplotypes were identified and all of them must compose the conservation populations

that will be managed to the places indicated for conservation of the species.
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INTRODUCAO GERAL

A biodiversidade ndo esta distribuida de maneira uniforme ao longo do planeta
(Gaston, 2000). Segundo Lomolino (2001), ha quase duzentos anos ja eram reconhecidos dois
dos padroes da biogeografia moderna: latitudinal e altitudinal. O gradiente de altitude
evidencia um numero maior de espécies em altitudes intermedirias (Rahbek, 1995). Ja
padrdo latitudinal postula uma associacao negativa entre riqueza de espécies e a latitude, ou
seja, quanto menor a latitude maior a riqueza de espécies (Hillebrand, 2004) e apesar deste ser
um dos primeiros padrées a ser reconhecido (Limolino, 2001) ainda ndo apresenta um
consenso sobre os mecanismos que resultam na diferenca espacial da distribuicdo da riqueza
de espécies (Hillebrand, 2004). Existem poucas excec¢des relacionadas ao gradiente
latitudinal, entre elas encontra-se as abelhas (Silveira 20@R), cuja riqueza de espécies é
maior em latitudes menores (Hillebrand, 2004). Segundo Michener (1979), a fauna de abelhas
da América do Sul é progressivamente mais rica no Cerrado quando comparados aos campos
nativos do sul do Brasil.

Abrigando 9,5% das espécies animais do planeta (Lewinsohn e Prado, 2005) o Brasil é
conceituado como megadiverso (Mittermeier et1897) e possui em seu territério seis
biomas, sendo dois deles considerados chotgpots mundiais da biodiversidade, o Cerrado
e a Mata Atlantica (Myers et al. 2000; Myers, 2003; Mittermeier et al. 2004). O Cerrado é o
segundo maior bioma do Brasil e 0 mais expressivo no estado de Minas Gerais e se apresenta
como um mosaico de diferentes fitofisionomias que variam desde campos abertos até
formacBes mais densas (Oliveira e Marquis, 2002). Este bioma abriga cerca de 30% das
espécies do pais e é considerado o berco das aguas do Brasil (WWF, 2015).

Apesar da importancia de sua manutengéao, o bioma vem sendo degradado de forma
acelerada desde 1970 (Santos et al. 2014). Sano et al. (2007) mostraram que
aproximadamente 40% da area de vegetacdo original do Cerrado ja foi desmatada ou
antropizada, e o bioma esta cada vez mais ameacado pela perda da vegetagao original (Klink e
Machado, 2005). Diversas atividades foram responsaveis pela grande fragcdo perdida de
Cerrado original, dentre elas a expansao de pastagem, agricultura, desmatamento e incéndios
(WWEF, 2015). Os processos relacionados com fragmentacdo e perda de habitats sdo
considerados como os mais impactantes para a biodiversidade (Fahrig, 2003), logo as espécies
existentes no Cerrado estdo sob constante ameaca. Rylands e Brandon (2005) atentam que a:

unidades de conservacdo sdo a chave para conservar o que sdgitspibts, mas apenas



7,7% do territorio do Cerrado se encontra atualmente protegido pelas Unidades de
Conservacao (Oliveira et al. 2017).

O Cerrado ¢é o refugio de 35% das abelhas das regides tropicais (Cavalcanti e Joly,
2002). Segundo Silberbauer-Gottsberger e Gottsberger (1988) 75% das espécies vegetais
estudadas do Cerrado eram polinizadas, priméaria ou secundariamente, por abelhas, 0 que as
torna indispensaveis para a preservacdo da vegetacdo nativa. A polinizacdo € um servico
ecossistémico que garante a manutencao do ciclo de reproducdo sexuada de inUmeras espécie
vegetais, garantindo a disponibilidade de alimentos para consumidores primarios (Campos,
1998), e sua auséncia pode comprometer a producédo de alimentos (Klein et al. 2007). As
abelhas sdo consideradas os polinizadores mais importantes (Balestieri et al. 2002) auxiliando
a produtividade em diversas culturas agricolas com importancia econémica (Freitas e Cruz,
2010). Nos cultivos agricolas, esses insetos sdo considerados os com maior eficiéncia (Souza
et al. 2008a).

As espécies da tribo Meliponini (Hymenoptera: Apidae), popularmente conhecidas
como abelhas sem ferrdo sdo eussociais e ocorrem nas regides tropicais do mundo e nas
subtropicais do hemisfério sul e geralmente constroem seus ninhos em cavidades
preexistentes em ocos de arvores (Michener, 2000; Silveira et al. 2002). Dentre as abelhas
sem ferrdo, o génemdelipona é o que possui maior riqueza de espécies no Brasil (Silveira et
al. 2002; Silva e Paz, 2012; Silva et al. 2014), com no minimo 40 espécies (Camargo e Pedro,
2013). Esse género encontra-se distribuido em toda regido neotropical (Silveira et al. 2002) e
apresentam atividade polinizadora em um grande numero de espécies nativas (Kerr et al.
2001; Michener, 2007).

Porém, mesmo sendo reconhecida sua importancia, muitas espédiegodea estao
sofrendo uma grande redugdo populacional, principalmente de&iddestruicdo e
fragmentacdo dos habitats. Atualmente trés espéciddelipona se encontram na lista de
espécies ameacadas de extinjd®ipona capixaba Moure e Camargo (1994Melipona
scutellaris Latreille (1811) eMelipona rufiventris Lepeletier (1836).

A espécieM. rufiventris (Apidae: Meliponini), popularmente conhecida como tujuba ou
urugu-amarela, € endémica do Cerrado brasileiro e, como jaA mencionado, encontra-ae na List
de Espécies Ameacadas de Extincao, editada pelo ICMBio em 2014 na categoria em perigo
(EN)?(Silveira et al. 2014). Sua ocorréncia € restrita a regides de fitofisionomias florestais do
Cerrado - cerrado denso e cerradéo - nos estados de Minas Gerais, S&o Paulo, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Goias, Bahia, Piaui e Tocantins (Camargo e Pedro, 2013). Mesmo com
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distribuicdo relativamente ampla, populacdes naturaisl.deufiventris sdo cada vez mais

dificeis de serem encontradas, ja que seus habitats tém sido severamente degradados.

As populagcdes remanescenteshMlerufiventris encontram-se fragmentadas em sua area
natural de ocorréncia (Silveira et al. 2014). Sua frequéncia foi afetada pela degradacéo
ambiental, j& ndo sendo mais encontrada em areas impactadas (Silveira e Campos, 1995).
Mesmo nos locais onde tem sido registrada, apresenta baixa densidade (Silveira et al. 2014) e
sua abundancia nas amostragens é pequena, quando comparadas com outas espécies d

mesmo género (Lopes, 2004).

Melipona rufiventris integra um grupo de espécies conhecido como gufpentris e
gue possui representantes em quase todos os estados do Brasil (Silveira et al. 2002; Melo,
2003; Camargo e Pedro, 2013). Esse grupo € representado por nove espécies
taxonomicamente validas (Camargo e Pedro, 2013) que se assemelham em muitos caracteres
morfolédgicos, incluindo a coloracdo. As espécies do grugforentris sdo: Melipona
brachychaeta Moure (1950), Mellipona captiosa Moure (1962), Melipona cramptoni
Cockerell (1920)Melipona dubia Moure e Kerr (1950Melipona flavolineata Friese (1900),
Melipona fulva Lepeletier (1836)Melipona mondury Smith (1863),Méeipona paraensis
Ducke (1916) eM. rufiventris. O gruporufiventris possui uma grande probabilidade de
apresentar ecoétipos adaptados a diferentes locais, como resultado de sua extensa distribuicéo.
a qual expde as espécies a variadas condicdes ambientais, assim como foi proposto para
Melipona subnitida Ducke (1910) por Bonatti et al. (2010). Essas diferencas podem implicar
em incertezas taxondémicas, seja considerando mais de uma espécie como sendo uma so6, ou
reconhecendo cada variante morfolégica como sendo espécies diferentes. Assim como foi
afirmado por Melo (2003), a distingéo das abelhas pertencentes aa gfiugdris baseadas

em caracteres morfolégicos nao é facil.

a Categoria EM PERIGG EN- B2ab (i,ii,iii,iv): tAxon que enfrenta risco muito alto de extingdo na natur
Distribuicdo geografica restrita e apresentando fragmentagdo, declinio ou flutuacéegxtensdo de
ocorréncia estimada é menor que 500%kéarea de ocupacdo é severamente fragmentada e com co
declinio na extenséo de sua ocorréncia, area de ocupacéo, area, extenssaiéaoie glo habitat, nUmero d
localidades (IUCN, 2001



As populagbes de urugu-amarela presentes no sudeste brasileiro eram consideradas
como uma Uunica espécie (Moure, 1975; Pedro e Camargo, 1999). No entanto, Moure e Kerr
(1950) e Moure (1975) jA4 observavam que alguns espécimes apresentavam coloracéo
diferente nos pelos corbiculares e Moure (1992), se baseando em caracteres morfologicos,
sugeriu que os espécimes avaliados poderiam representar espécies diferentes. Melo (2003),
também se baseando em caracteres morfoldgicos, reconheceu que no sudeste existiam ac
menos duas espécies sendo tratadas d&dnnafiventris e sugeriu que a forma encontrada em
regido de Mata Atlantica fosse tratada coMelipona mondury Smith (1863), pois 0s
espécimes provenientes do referido bioma concordavam com a descrigéo original da espécie.
Sendo assinM. rufiventris passou a ser utilizado apenas para espécimes provenientes do

Cerrado.

Trabalhos utilizando técnicas moleculares vém sendo empregados com a finalidade de
diferenciar as populagdes de urugcu amarela provenientes do estado de Minas Gerais, entre
eles tem-se Costa (2003), Busse et al. (2003), Schetino et al. (2003), Lopes (2004), que
trabalhando com marcadores isoenzimaticos, RAPD, PCR/RFLP da regido COI/COIl do
MtDNA microssatélites, respectivamente, identificaram diferencas genéticas entre individuos
de regibes de Mata Atlantica e de Cerrado e mostraram ainda que os espécimes oriundos de
duas localidades no Cerrado mineiro, Brasilandia de Minas e Dom Bosco, apresentavam
padrdes que os diferenciavam dos demais representantes do Cerrado.

M. rufiventris encontra-se ameacada de extingdo e o0 seu habitat sofre constante
degradacdo por fatores antrOpicos, o que ressalta a necessidade de aclBes para Sue
conservacgao. A diversidade como um todo esta sendo rapidamente reduzida e muitas espécies
nao conseguem assegurar sua sobrevivéncia sem esfor¢cos externos (Frankham et al. 2008),
tais como a reproducgédo assistida em cativeiro e a reintroducdo/translocacdo desses individuos
(ou populacdes). As decisbes devem ser tomadas com rapidez para garantir a sobrevivéncia

do maior numero de espécies possivel.

Para um programa efetivo de conservacao, informacdes sobre a distribuicdo geogréfica da
espécie sdo essenciais. A partir dessas informagfes sdo tomadas as decisGes sobre quais are
sdo prioritarias para conservar, para otimizar o esforco amostral de espécimes e também de
dados ambientais. Porém, existem areas de dificil acesso e/ou o esfor¢co amostral é pequeno o
que torna dificil saber com confianca a area de ocorréncia da populacdo remanescente. Nesse
cenario, a modelagem de distribuicdo potencial surge como importante alternativa que tem

como objetivo determinar o grau de ameaca, sobretudo em espécies com poucas informacdes
4



sobre sua area de vida (Pearson et al. 2007, Batalha-Filho et al. 2011). A criacdo de modelos
preditivos apresenta as vantagens de ser de baixo custo e eficaz, podendo ser utilizada até
mesmo nas analises de elaboracdo de Unidades de Conservacdo (Peterson, 2001). Alguns
algoritmos tém sido aplicados para criar modelos que representem condicbes ambientais
exigidas pelas espécies e que podem ser projetadas sobre um mapa que exibe as area:
potenciais de ocorréncia das espécies baseados em seu nicho ecoldgico (Giannini et al. 2012).

Associados as informacBes sobre a distribuicdo das espécies, estudos populacionais
podem contribuir para o manejo racional e para a conservacao dos meliponineos. A genética
da conservacdo como area do conhecimento usa de teoria e técnicas da genética com o
objetivo de preservar as espécies como entidades capazes de se adaptar as mudanca
ambientais (Allendorf e Lukart, 2006; Frankham et al. 2008). Ela € um importante
instrumento para a gestdo da conservacdo, pois fornece informacfes importantes sobre a
biologia da espécie que sdo fundamentais para seu manejo e conservagao (Frankham et al.
2008). Estudos moleculares sdo de grande importancia quando se trata de conservacédo de
espécies ameacadas. Por meio deles é possivel delimitar unidades evolutivamente
significativas, tomar decisdes acerca de reintroducdo/translocacdo de populacdes de

conservagao e a resolucao de incertezas taxondmicas (Frankham et al. 2008).

Neste contexto, trabalhos com técnicas de biologia molecular sdo utilizadas para verificar
a diversidade genética de populacbesvidiponas (Batalha-Filho et al. 2011; Nunes et al.
2003; Ruiz et al. 2014). Um dos métodos utilizados em estudos populacionais de abelhas é a
aplicacdo de ferramentas moleculares, que proporcionam informacfes sobre os parametros
fundamentais e caracteristicas relevantes para o manejo e conservacao (Zayed, 2009). Dentre

as técnicas de biologia molecular estdo os marcadores moleculares.

O DNA mitocondrial (mtDNA) é amplamente usado nos estudos genéticos voltados a
conservacdo devido a caracteristicas intrinsecas da molécula tais como a heranca
exclusivamente materna,presenca de regides conservadas e de regides com altas taxas de
mutacdo, o seu tamanho reduzido, a auséncia de introns, a auséncia de recombinagédo ou
rearranjo (Francisco et al. 2001; Sousa et al. 2003; Weinlich et al. 2004). As analises mais
utilizadas em conservacdo usando mtDNA s&o estudos de dindmica populacional, filogenia,

biogeografia e diversidade genética (Souza et al. 2008b; Barni et al. 2007).

O reconhecimento da regido conhecida como espacador interno transcrito 1 (ITS1) do

DNA ribossémico nuclear (rDNA) surgiu com a necessidade de marcadores do genoma
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nuclear que servissem para filogenia de forma a complementar os dados fornecidos pelas
analises com mtDNA (Jobes e Thien, 1997). O ITS1 é parte integrante do loco eucariotico do
DNA ribossémico (rDNA) e separa duas regifes funcionais do rDNA: a 18S e a 5,8S. Possui
evolucdo relativamente rapida e pode ser usado em reconstrucdes filogenéticas de taxons
relacionados (Armbruster e Korte, 2006). Segundo Fernandes-Salomé&o et al. (2002) e Ruiz et
al. (2014), a regido ITS1 delelipona demonstra potencial filogenético para estudos entre
espécies. O espacador ITS1 serve também para avaliar variacdes intraespecificas em
populacdes ddlelipona, como demonstrado por Cruz et @006) comM. subnitida e por

Ruiz et al. (2014) corivelipona yucatanica Moure e Roubik (1988).

Considerando a necessidade de estudos relacionadosuiventris, o presente estudo
teve por objetivo levantar conhecimento acerca da histdria natural da espécie, com énfase em
sua conservacdo; identificacdo de potenciais areas de ocorréncia natural; diagnosticar dentre

as populacbes 0s gendtipos promissores para sua conservacgao.

O presente estudo foi dividido em dois capitulos. No primeiro, utilizando pontos de
ocorréncia déM. rufiventris, foi estimado um modelo de distribuicdo potencial com o objetivo
de estimar a area potencial de ocorréncia da espécie, associando essa distribuicdo com
unidades de conservacao Uteis para a formacdo de populacbes para a conservacado da espécit
No segundo capitulo foram utilizadas sequéncias de COI e ITS1 para analises de diversidade
genética de coldnias da espédierufiventris com ocorréncia na regido da Serra da Canastra
no estado de Minas Gerais. Foram comparadas colénias naturais e colbnias manejadas por
criadores, com o objetivo de verificar a potencial utilidade de col6nias manejadas como fonte

de diversidade genética para a formacao de populacbes de conservacao.
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CAPITULO 1 - Distribuicdo geografica e modelagem preditiva de
distribuicdo de Melipona rufiventris Lepeletier, 1836 (Apidae: Meliponini)

1. RESUMO

Melipona rufiventris (Hymenoptera: Apidae) encontra-se ameacada de extingao
principalmente pela destruicdo e fragmentagdo de seu habitat em consequéncia do
desmatamento para atividades agropecuarias. Para um efetivo plano de conservacdo é
necessario conhecer a distribuicdo da espécie, porém amostragens sao onerosas e demorada:
A modelagem ecoldgica de distribuicdo potencial € uma alternativa a esse impasse. Buscou-se
aqui, estimar e conhecer algumas caracteristicas da area de distribUi¢aftleentris com

o objetivo de identificar possiveis areas para reintroducéo/translocacdo de populacdes de
conservacdo. Para isso, foram obtidos registros de ocorréncia da espécie que foram
processados e utilizados em mapas juntamente com outros shapefiles de caracteristicas
informativas para a conservacdo da espécie. Os procedimentos de modelagem forma
realizados no pacote estatistico R Core Team (2016) com o pacote biomod2, utilizando
camadas bioclimaticas disponiveis no WorldClim e trés algoritmos: Bioclim, Modelos
Lineares Generalizados e Maxima, avaliados com TSS e AUC. Foi elaborado um modelo
consenso e o limiar de TSS foi utilizado nas transformagfes binarias para produzir as
representacdes finais das distribuicbes potenciaisl.daiffiventris. Os resultados mostram

que o Cerrado, area de ocorréncia da espécie, possui poucos remanescentes e estes estd
altamente fragmentados, o uso do solo foi amplamente convertido pela agropecudria e poucas
sdo as unidades de conservacdo que poderdo abrigar populacdes de conserkhcdo de
rufiventris. Os modelos gerados apresentaram bom desempenho, com alto poder preditivo
mostrando uma ampla area potencial de ocorrénchd. defiventris que extrapola os limites

do cerrado em direcdo a Mata Atlantica, indicando adequacdo ambiental para a espécie em

algumas regides de Mata.
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2. INTRODUCAO

O Cerrado, juntamente com o Chaco e a Caatinga constituem uma formacéo vegetacional
conhecida como diagonal seca ou diagonal de formagfes abertas que se localiza ao leste dos
Andes e ao sul da Bacia Amazoénica (Werneck, 2016). Essa area, pertence a regido tropical do
planeta esta situada entre biomas florestais e sofre influéncia de uma grande diversidade de
condicbes ambientais (Werneck, 2016). O Cerrado é amplamente distribuido no Brasil
central e na regido leste da Bolivia, conhecido por ser a maior savana neotropical é
considerado umhotspot da biodiversidade sob forte ameaca antrépica (Werneck, 2016;
Mittermeier et al. 2000; Myers et al. 2000). Caracterizado por sua heterogeneidade espacial e
ambiental (Silva et al. 2006) apresenta-se, ao longo de sua extensdo, como um mosaico de

diferentes fitofisionomias (Ribeiro e Walter, 2008).

Cerrado é a grande fronteira agricola do mundo, capaz de responder a crescente demanda
por produtos agricolas (Costa et al. 2002). A degradacédo do bioma se intensificou a partir de
1970 (Santos et al. 2014), chegando a perder aproximadamente 40% da area da sua vegetacac
original por meio do desmatamento e outros fatores antrdpicos (Sano et al. 2007), fazendo
com que o bioma se encontre cada vez mais ameacgado pela perda da vegetagcao original
(Klink e Machado, 2005).

Ha uma estimativa de que 87,5% das espécies de angiosperma sdo dependentes da zoofilia
e a maior parte das espécies de arvores das florestas tropicais é polinizada por insetos com
predominancia das abelhas (Ollerton et al. 2011). A conservagao de muitos habitats depende
da preservacao das populacdes de abelhas, sem as quais a reproducao da maior parte da flor
estaria severamente limitada (Michener, 2007). A auséncia de polinizagéo resulta na reducao
direta na producgéo agricola (Aizen et al. 2009). O valor econdmico da polinizagdo chama
atencdo para o declinio dos agentes polinizadores, estima-se que para a América do Sul a

polinizagdo representou €11,6 bilhdes (Gallai et al. 2009).

Uma espécie representante da entomofauna do Cerrado é a abelha seMdgrofa
rufiventris Lepeletier 1836 (Apidae: Meliponini) que se encontra na Lista de Espécies
Ameacadas de Extingdo (Silveira et al. 2014). Sua ocorréncia € conhecida como restrita a
regides de fitofisionomias florestais do Cerrado nos estados de Minas Gerais, Sdo Paulo,

Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Bahia, Piaui e Tocantins (Camargo e Pedro, 2013).

M. rufiventris juntamente conM. brachycaeta, M. captiosa, M. cramptoni, M. dubia, M.

flavolineata, M. fulva, M. mondury e M. paraensis, formam um grupo conhecido como grupo
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rufiventris (Camargo e Pedro, 2013). Todas as espécies citadas tem o nome popular de urugu-
amarela, sdo muito semelhantes entre si, fazendo com que sua distin¢cdo seja dificil (Melo,
2003) e apresentam distribuicdo em praticamente todo territério nacional (Silveira et al. 2002;
Melo, 2003) (Tabela 1).

Tabela 1. Representantes do grupdiventris e os respectivos estados de ocorréncia no

Brasil.
Espécie Ocorréncia no Brasil
M. brachychaeta  AC, MT e RO
M. captiosa AC, AP e AM
M. cramptoni RR
M. dubia AC, AM e RO
M. flavolineata CE, MA,PAe TO
M. fulva AP, AM, PA e RR
M. mondury BA, ES, MG, PR, RS, RJ, SC e SP
M. paraensis AP, AM, PA
M. rufiventris BA, GO, MT, MS, MG, PIl, SPe TO

Mesmo com distribuicdo amplil. rufiventris sofreu um severo declinio populacional
devido a acao predatéria de meleiros e pela destruicdo do seu habitat jA que a espécie
necessita de grandes areas para a manutencdo de suas coldnias e de troncos grossos para
construcdo de seus ninhos (Campos, 1998). As populacfes natukhisudieentris, assim
como sua area de ocorréncia, encontram-se fragmentadas (Silveira et al. 2014) e € possivel
notar que a degradacdo ambiental afetou a densidade da espécie que ndo é mais encontrad

em areas impactadas (Silveira e Campos, 1995).

A efetiva conservacgdo de espécies ameacgadas necessita de estimativas de alta precisac
sobre a distribuicdo da espécie a ser protegida (Margules e Pressey, 2000). Sendo assim,
conhecer a area de ocorréncia de uma espécie € de fundamental importancia para avaliar quais
os fatores aumentam o risco de extin¢do, para avaliar o status de ameaca e também para faze
um manejo de popula¢gdes com a finalidade de aumentar o numero de populacdes da espécie.
Porém, amostragens demandam muito tempo, méo de obra e recursos financeiros. Nesse
cenario, a modelagem preditiva de distribuicAo de espécies surge como alternativa para
diminuir a lacuna de conhecimento quanto as informacgGes geograficas dos organismos em
estudo (Batalha-Filho et al. 2011; Gianinni et al. 2012). Alguns modelos relacionam as
espécies com as suas respectivas respostas ao meio em que vivem, gerando, previsdes do:

locais mais provaveis para a ocorréncia de uma determinada espécie, conseguindo determinar
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regibes potenciais para a conservacdo de espécies ameacadas (Araujo e Williams, 2000;
Engler et al. 2004). Por meio desses modelos também € possivel determinar os melhores

locais para a reintroducao de espécies (Hirzel et al. 2002).

Considerando todas as dificuldades de amostragem de espécies, especialmente as
ameacadas de extin¢do, este capitulo busca estimar e conhecer algumas caracterigicas da a
de distribuicao d&/. rufiventris assim como alguns aspectos da histéria natural da espécie.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1.Dados bidticos

Os dados bidticos (registros de presenca da espécie) foram obtidos através de revisdes
bibliograficas, bancos de dados informatizados, como o speciesLink (http://splink.crig.org.br
e 0 Global Biodiversity Information Facility (GBIF), visitas a cole¢cdes entomoldgicas:
Colecdo da Universidade Federal de Minas Gerais e Colegcdo da Universidade Federal de
Vigcosa, observacbes de outros pesquisadores e coleta ativa (Tabela 1 do anexo). As
coordenadas provenientes de espécimes obtidos mediante coleta ativa foram obtidas com
auxilio de um GPS Garmim® GPSMAP76CSX.

Para que os pontos obtidos em colec6es fossem referentes apknasientris foi
utilizada uma chave dicotdmica para as espécidddigona com ocorréncia no estado de

Minas Gerais disponivel em Obiols (2008).

E importante ressaltar que os registros obtidos n&o representam toda éarea de
ocorréncia possivel d®l. rufiventris. Entretanto, o nimero de pontos da base de dados
compilada é suficiente para o propésito deste estudo.

A localizac¢éo dos dados bioticos foi verificada por mei@dogle Maps, do software
Google Earth verséo 7.1, e de ferramentas do speciesLink (geoLoc e info XY). Foi definido
um padrdo para as coordenadas geograficas no sistema Xaterousado foi o WGS84. A
conversao de coordenadas, quando necessaria, foi feita usando uma calculadora de converséo

disponivel site do INPE.

Durante o processamento dos dados, os pontos de ocorréncia duvidosos, com
localidade incompleta ou incerta, com coordenadas repetidagticars foram excluidos da

pesquisa.
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3.2.Confeccao dos mapas

Os mapas foram confeccionados utilizando o software QGIS v2.14skamesiles,
obtidos em plataformas virtuais, utilizados foram: (1) unidades de conservacdo; (2) areas
prioritarias para conservacao de invertebrados no estado de Minas Gerais; (3) remanescentes
do Cerrado; (4) biomas do Brasil; (5) limites fisicos dos municipios e estados brasileiros; (6)

areas prioritarias para conservacao no Brasil; (7) principais bacias hidrograficas.

3.3.Modelagem preditiva de distribuicdo deM. rufiventris
3.3.1. Variaveis preditoras

As variaveis ambientais utilizadas para a modelagem geogréfica das areas de ocorréncia
atual deM. rufiventris foram selecionadas dentre as 19 camadas biocliméaticas disponiveis no
banco de dados WorldClim (versao 1.4) <http://www.worldclim.org/> (Hijmans et al. 2005),
baixadas em uma resolucao de 2,5 minutos de arco (=0,041° nos tropicos) para a América do
Sul (Tabela 2). A camada de altitude foi obtida como dito para as camadas ambientais. Essas
variaveis representam as tendéncias anuais, sazonalidade e fatores ambientais extremos oL

limitantes.

As variaveis colineares foram reduzidas usando uma Analise de Componentes Principais
(PCA), derivando 19 novas variaveis ortogonais (componentes principais— daqui em
diante). Foram utilizados os quatro primeiros PCs, que representam 99,08% de todas as
variacfes climaticas e altitudinais originais, como camadas preditoras finais. Esse método de
selecdo de preditores foi utilizado uma vez que nao existe informacgdo disponivel sobre quais
variaveis abidticas sdo ditas como principais determinantes para a historia de vida e a

distribuicdo geografica dd. rufiventris.

Tabela 2. Variaveis bioclimaticas iniciais utilizadas para a elaboracdo do modelo de predicao

de distribuicdo geografica dé. rufiventris.

Variaveis bioclimaticas

Derivadas de temperatura Derivadas de precipitacéo
Caodigo Descricao Caodigo Descricao
biol  Temperatura média anual biol2 Precipitagdo anual
Faixa diurna média (média Precipitacdo do més mais

bio2  mensal (temp max - temp min biol3 Umido
Isotermalidade (bio2/bio7)
bio3  (*100) biol4 Precipitacdo do més mais se
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Sazonalidade da temperatura Sazonalidade de precipitacar

bio4 (desvio padrao *100) biol5 (coeficiente de variagéo)

Temperatura maxima do més Precipitacdo do trimestre ma
bio5  mais quente biol6 Umido

Temperatura minima do més Precipitacdo do trimestre ma
bio6  mais frio biol7 seco

Faixa de temperatura anual Precipitacdo do trimestre ma
bio7  (bio5-bio6) biol8 quente

Temperatura média do trimesi Precipitacdo do trimestre ma
bio8  mais umido biol9 frio

Temperatura média do trimesi
bio9  mais seco

Temperatura média do trimesi
biol0 mais quente

Temperatura média do trimesi
bioll mais frio

3.3.2. Calibragéo e avaliagdo do modelo

Os procedimentos de modelagem foram realizados com o pacote biomod2 versao 3.3-
(Thuiller et al. 2009; 2016) implementado na versdo R 3.3.2 (R Core Team 2016). Foram
utilizados trés algoritmos de modelagem representando as trés “familias” dos métodos de
modelagem de nicho ecoldgico (Ecological Niche Modeling - ENM) atualmente disponiveis
(Rangel e Loyola, 2012): (1) Bioclim (Busby, 1991; Nix, 1986); (2) Modelos Lineares
Generalizados- GLM (Guisa et al. 2002) e (3) Maxima entropidMaxEnt (Phillips et al.

2006). O algoritmo Bioclim funciona apenas com dados de presenca da espécie, selecionando
todas as localidades ambientalmente adequadas abrangidas por um “envelope” delimitado

pelos valores extremos das variaveis preditoras obtidas a partir do conjunto de dados da
ocorréncia da espécie (Busby, 1991; Nix, 1986). Modelos lineares generalizados (GLM) séo
extensGes dos modelos lineares classicos que podem lidar com distribuicbes de erros que ndo
seguem normalidade da variavel resposta (Franklin, 2010; Rangel e Loyola, 2012). O GLM
estima as areas adequadas ao ajustar uma funcdo que descreve a relagdo entre
presenca/auséncia da espécie e de seus preditores (Franklin, 2010; Rangel e Loyola, 2012).
Como néo existem dados confiaveis de ausénchd.daefiventris e 0S mesmos sao escassos

para as espeécies tropicais, na calibracdo do modelo sdo usadas dados de auséncia simulad
(conhecidos como pseudo-auséncia) (Chefaoui e Lobo, 2008; Franklim, 2010). O algoritmo
MaxEnt € um método de aprendizagem mecanica baseado no principio de entropia maxima
(Phillips et al. 2006). Ele estima a distribuicdo mais uniforme (= entropia maxima) em toda a

area de estudo, desde que o valor esperado de cada variavel preditora sob esta distribuicao
17



estimada corresponda a sua meédia empirica (Phillips et al. 2006). O MaxEnt também requer
dados de presenca e de auséncia (ou pseudo-auséncia) (Franklim, 2010; Phillips et al. 2006).

Os modelos foram realizados usando os parametros padrao dos algoritmos (ver Thuiller et
al. 2016), exceto o numero de interacbes de MaxEnt estabelecidas em 500 (Pearson et al.
2007). Foram executadas 10 repeticbes dos modelos de cada algoritmo, usando 70% dos
dados de ocorréncia para treinamento e 30% para testar os modelos, selecionando ocorréncias
por validacdo cruzada (Fielding e Bell, 1997; Franklin, 2010). Cada repeticdo do modelo foi
executada usando 10 pseudo-auséncias selecionadas aleatoriamente por registro de ocorrénciz
(Chefaoui e Lobo, 2008; Giovanelli et al. 2010). Com a finalidade de avaliar as réplicas dos
modelos foi utilizada a curva ROC (Caracteristica Operacional do Receptor) (Fielding e Bell,
1997; Franklin, 2010). A area sob a curva ROC (AUC) se apresenta como um unico valor que
representa o desempenho preditivo do modelo. A AUC varia de 0,5 a 1,0 sendo que uma
predicéo aleatdria produz AUC de 0,5, e os valores mais proximos de 1,0 indicam as melhores
predicbes (Fielding e Bell, 1997; Phillips et al. 2006).

Como os diferentes algoritmos de modelagem produzem diferentes representacfes da
distribuicdo potencial de uma espécie (Araujo e New, 2007; Diniz-Filho et al. 2009), foi
extraida a média entre todas as réplicas de modelo com AUC>0,7, usando a op¢ao “todos” da
fun¢do “BIOMOD_Ensemble Modeling” (Thuiller et al. 2016). Este procedimento resultou
em uma producdo continua de adequacdo ambiental, representando um modelo consenso. O
modelo consenso foi avaliado aplicando o True Skilled Statistic (TSS) (Allouche et al. 2006).

O TSS é uma estatistica dependente do limiar que varia de -1 a +1, onde os valores negativos
ou proximos de zero correspondem a modelos que sdo piores do que uma distribuicdo
aleatdria, enquanto os valores proximos de +1 representam um acordo perfeito entre as
distribuicbes observadas e modeladas (Allouche et al. 2006). Os modelos aceitaveis atingem
um TSS minimo de 0,5 e os modelos excelentes tem um valor de TSS minimo de 0,7
(Allouche et al. 2006). O procedimento do modelo de conjunto no biomod2 retorna um valor
limiar de adequacdo que leva ao melhor resultado para uma métrica de avaliacdo dada
(Thuiller et al. 2016), embora peitindo uma taxa de omissdo, ao contrario do “limiar

inferior de presenca” comumente usado (Pearson et al. 2007). No presente trabalho foi usado

o limiar de TSS para permitir transformacgdes binarias dos resultados consenso continuo,

produzindo as representacoes finais das distribuices potendlis ufeventris.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1.Distribuicdo geografica deM. rufiventris

Foram registrados 101 pontos de ocorrénciavderufiventris em 51 cidades do
Cerrado brasileiro conforme apresentado na Tabela 1 do anexo. Nesse estudo todas as
informacdes de coleta ou registros de ninho, naturais ou ndo, foram consideradas como parte
da distribuicdo atual da espécie. Dentre os pontos coletados para esse estudo se encontran
amostras nativas e também amostras que foram coletadas na natureza e sdo mantidas pol
criadores da regidao. Considerando que a maioria dos pontos foi obtida a partir de revisao
bibliogréfica, ndo é possivel definir se 0s mesmos sdo oriundos de coldnias nativas ou se
foram manejadas por meliponicultores. Assim como alerta Resende (2012), mesmo 0s ninhos
encontrados em areas de vegetacdo nativa ndo indicam ocorréncia natural da espécie, ja qu
eles podem ser resultados do processo de enxameamento ao ocuparem areas nativas apo
terem sido introduzidos na regido por meliponicultores. Dessa forma, a distribuicdo potencial
aqui discutida, se relaciona mais com a distribuicdo onde a espécie pode ser manejada para
fins de conservacédo, do que propriamente da distribuicdo natuval rdéiventris, tendo en
vista 0 objetivo de determinar areas potenciais de manutencdo da espécie em populacbes de

conservagao.

4.2 .Distribuicdo geografica em relacdo aos remanescentes do Cerrado

Os pontos de ocorréncia d rufiventris (pontos vermelhos e amarelos) obtidos com
esse estudo estdo localizados predominantemente na regido do Cerrado que possui poucos
remanescentes da cobertura vegetal original do bioma (Figura 1). As areas mais conservadas
possuem pouca ou nenhuma amostragem. Essas lacunas de amostragem sdo comuns, assi
como Collen et al. (2008) afirmaram, ha enormes lacunas na coleta de dados biolégicos nos

paises tropicais, especialmente no Brasil e 0 mesmo se aplicafaventris.

Ao se observar a figura 1 € possivel notar que os pontos de esforco amostral deste trabalho
(pontos vermelhos) se encontram em areas altamente impactadas, porém cercadas por muitos
remanescentes. Essas areas de vegetacdo original sdo regides potenciais para abrigar
populacdes da espécie, para tal, as mesmas necessitam ser estudadas levando em considerac:

as condicdes exigidas pela espécie em questao.

Ha pontos de amostragem em areas de transicdo Cerrado/Mata Atlantica, incluindo um
dos pontos de coleta, porém este ultimo é referente a cinco colénias que foram introduzidas na

cidade de Florestal-MG e que ndo conseguiram se estabelecer no local da translocagéao.
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A andlise da figura 1 mostra uma redu¢do na cobertura vegetal original do bioma. O que é
comprovado com literatura especifica da area que mostra inclusive que o desmatamento do
Cerrado € impulsionado principalmente por ser o seu territdrio um grande produtor na atual
demanda por produtos agricolas (IPEA, 2011) e biocombustiveis, procurados como
alternativas para atenuar as mudancas climaticas globais (Gibbs et al. 2008). Segundo Sano et
al. (2007) a vegetacao remanescente do Cerrado € equivalente a 60% de sua are®original.
intenso desmatamento do Cerrado coloca em risco as espécies que 0 tem como area de
ocorréncia ja que a perda de habitats € considerada a maior ameaca a biodi(Esidade
e Rodrigues, 2001).

Também é possivel observar que o0s habitats remanescentes possuem distribuicao
fragmentada, o que compromete a biodiversidade, interfere na biologia das espécies e no
potencial das mesmas para a conservacéao (Klink e Machado, 2005). Popula¢des pequenas traz
efeitos deletérios para as espécies (Primack e Rodrigues, 2001; Frankham et al. 2008). Dentre
as consequéncias da reducdo da populacdo esta o aumento na frequéncia de acasalamentc
endogamicos (Frankham et al. 2008) o que representa mais um entrave na conservacao de
abelhas devido ao mecanismo genético de determinacédo sexual nesses individuos. O aumento
da endogamia leva ao surgimento de machos diploides nas col6nias (Kerr et al. 1996) e em
Melipona esses machos séo estéreis ou com baixa capacidade reprodutiva ou sdo mortos pelas
operarias ao emergirem dos favos. Outro problema é que em colénias onde muitos machos
diploides sdo produzidos as rainhas séo eliminadas pelas operérias, levando a reducao das

populacdes das colbnias e a sua extingdo (Carvalho et al. 1995).

A diminuicdo e fragmentacdo do Cerrado compromete a area de Vidlar diéventris. A
baixa abundancia da espécie foi relatada em algumas localidades do Estado de Minas Gerais,
Belo Horizonte (Pompeu, 2003), Brasilandia (Damasceno, 1998) Uberlandia (Silveira,
comunicacao pessoalyl. rufiventris ndo foi encontrada em areas impactadas em Paraopeba
(Silveira e Campos, 1995; Silveira, comunicacdo pessoal) e em Bocaiuva (Silveira,
comunicacao pessoal). Um dos fatores que contribuem para a diminuicdo das populacdes da

espécie é exatamente a perda de seu habitat (Campos, 1998).
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SoS

So0T

SoST

Se0C

Registros da espécie [ Limites nacionais

@ Coletas (] Limites estaduais
O Dados secundarios — Rios principais
Cerrado

I Remanescentes de Cerrado

Figura 1. Mapa de delimitacdo do Bioma Cerrado, indicando a éarea original e os
remanescentes deste Bioma. Os pontos amostrais indicam os locais de ocorréncia natural e de
manejo de colbnias delelipona rufiventris. Pontos em vermelho indicam locais de coleta
deste trabalho e em amarelo os dados obtidos em colecdes e outras fontes de referéncia

(Tabela 1 do anexo).
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4.3.Distribuicdo geografica em relacao a vegetacdo do Cerrado

O Cerrado é conhecido por sua heterogeneidade, ja que sua vegetacéo original forma
um mosaico de diferentes fitofisionomias que vao desde formacdes savanicas a formacoes
florestais (Ribeiro e Walter, 1998). O processo de ocupacao do Cerrado que ocorre desde
1970 continua mantendo esse padrao de diferentes tipos de “vegetacao”. No trabalho de Eva

et al. (2004) o Cerrado aparece dividido em trés classes: campos, savanas e agricultura.

A andlise do mapa de tipos vegetacionais atuais do Cerrado (Figura 2) permite identificar
queM. rufiventris ocorre em mais de um tipo de vegetacdo. Ha predominio dos pontos na area
mais degradada do bioma, onde a vegetacdo natural foi convertida principalmente pela
agropecuaria. Segundo a estimativa realizada por Sano et al. (2007), cerca de 409% das area
naturais do Cerrado ja foram convertidas para uso humeunlbura agricola, pastagem nativa

e cultivadas, reflorestamento, area urbana e mineracao.

As amostras oriundas do nordeste do Brasil estdo localizadas em areas de vegetacdo do
tipo Savana-estépica proximas a floresta estacional semidecidual. Ao comparar o mapa de
tipos de vegetacdo com o de remanescentes do Cerrado nota-se que 0s pontos localizados n:

regido nordeste do Brasil estdo nas areas que possuem maior numero de remanescentes.

Os pontos de coleta especificos deste estudo (pontos vermelhos) encontram-se em areas
degradadas com predominio do uso do solo pela agropecuaria, porém cercadas de vegetacac
do tipo savana, presentes nos fragmentos remanescentes da regido. Essas areas podem s
utilizadas para reintroducéo/translocacao de col6nias da populacdo de conservacdo, com o
objetivo de aumentar a abundanciaMlerufiventris em sua area de ocorréncia, revertendo o
quadro de declinio e garantindo a sobrevivéncia da espécie em longo prazo. Entende-se por
reintroducdo a soltura de animais de qualquer origem em uma area onde a espécie foi extinta,
ja a translocacéo é referida como a transferéncia de individuos de uma area de ocorréncia

natural para outra dentro da sua regiao de distribuicdo (Baker, 2002).
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Figura 2. Mapa de tipos fitofisiondmicos do Cerrado e &reas antropizadas. Os pontos
amostrais indicam os locais de ocorréncia natural e de manejo de coloriéaipa
rufiventris. Pontos em vermelho indicam locais de coleta deste trabalho e em amarelo os

dados obtidos em cole¢Bes e outras fontes de referéncia (Tabela 1 do anexo).
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4.4.Distribuicdo geografica em relacdo as unidades de conservacao

Os pontos de ocorréncia d&l. rufiventris levantados nesse trabalho séo
predominantemente encontrados na regido com menor representatividade de Unidades de
Conservacao (UCs) do bioma (Figura 3). Ndo ha uma uniformidade na distribuicdo das UCs
ao longo do Cerrado, uma vez que a regiao nordeste apresenta marcada concentracao de area
preservadas por lei e as poucas UCs que estédo presentes nas regides central e sul do bioma s3
menores e isoladas em relacdo a outras unidades e também em relagdo aos remanescente
(Garcia et al. 2011). Essa analise indica que os locais com amostragem se encontram
modificados, isto é, ndo representam mais areas naturais de Cerrado, e com poucos locais

protegidos, submetendo a biodiversidade dessa regido a uma situacdo de alta vulnerabilidade.

As unidades de conservagdo visam a manutencdo de determinadas &reas, garantindo as
condicdes de perpetuacdo das espécies nelas existentes (IUCN, 2014), mas apenas 7,7% dc
bioma é legalmente protegido (Oliveira et al. 2017) desse total, uma pequena parte € de
protecao integral o que permitiu que Garcia et al. (2011) afirmassem que o Cerrado é bioma

que possui a menor porcentagem de area sob Protecao Integral.

Os pontos de coleta (pontos vermelhos) foram estrategicamente arranjados na adjacéncia
de uma unidade de conservacao do tipo Protecéo Integral, o Parque Nacional da Serra da
Canastra, com a finalidade de buscar indicios que permitam concluir se essa unidade de
conservacao é um local potencial para receber colénias de populagcédo de conservacéo por meio

de translocacao de colonias.

Ao longo de toda distribuicdo d. rufiventris se nota a presenca de possiveis areas para
reintroducédo/translocacdo de colbnias sédo elas as atuais unidades de conservacdo do tipo
protecao integral, ja que séo protegidas por lei e o esperado € que as mesmas se mantenhan
com vegetacdo original por um periodo de tempo mais longo garantindo a manutencéo da
espécie.
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Figura 3. Mapa indicando as Unidades de Conservacdo no Bioma Cerrado. Os pontos

amostrais indicam os locais de ocorréncia natural e de manejo de colérésimma
rufiventris. Pontos em vermelho indicam locais de coleta deste trabalho e em amarelo os

dados obtidos em colec¢Ges e outras fontes de referéncia (Tabela 1 do anexo).
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4.5.Distribuicdo geografica em relacdo as areas prioritarias para a conservacao

Os pontos referentes ao esforco amostral realizado para esse estudo (pontos
vermelhos) estdo concentrados em é&rea de prioridade muito alta para a conservacédo e
cercados por areas enquadradas na categoria mais alta de prioridade, com dexeaqgao
anico ponto que representa cinco colbnias introduzidas na cidade de Florestal-MG (Figura 4).
A mancha vermelha adjacente aos pontos vermelhos € o Parque Nacional Serra da Canastra,
gue quando comparado com o mapa de Unidades de Conservacéo (UCs) presentes no Cerradc
(figura 3), nota-se que a extensdo da area prioritaria € maior do que a da UC, indicando que os
arredores da Serra da Canastra devem ser protegidos, aumentando a area do parque ¢

consequentemente o seu potencial de protecédo da biodiversidade.

Ha pontos secundarios (circulos amarelos no mapa) proéximos a areas com diferentes graus
de prioridade, mas a maioria deles esta em localidades que ndo se enquadram em nenhuma
das categorias, pois ja foram degradadas e ndo mais apresentam 0 que € necessario par:
exercer a funcdo de conservagdo. Comparando 0 mapa presente na figura 4 com o mapa
presente no estudo de Sano et al. (2008) é possivel notar que a regido com maior concentragac
de pontos amarelos corresponde a areas de pastagem cultivada. Na regido nordeste, trés
pontos estdo localizados em regides que nao séo suficientemente conhecidas, talvez devido ao

relevo acidentado da regido dificultando a classificacdo da area.
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Figura 4. Mapa indicando as Areas Prioritarias para a Conservacdo no Bioma Cerrado. Os
pontos amostrais indicam os locais de ocorréncia natural e de manejo de col&feldpate
rufiventris. Pontos em vermelho indicam locais de coleta deste trabalho e em amarelo os
dados obtidos em cole¢Bes e outras fontes de referéncia (Tabela 1 do anexo).
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4.6.Distribuicdo geografica em relacdo as areas prioritarias para a conservacao
de invertebrados em Minas Gerais

Os pontos compilados para esse estudo (pontos vermelhos) incidem sobre uma érea de
prioridade especial para conservacao de invertebrados no estado de Minas Gerais e proOXimos
a uma area de prioridade alta, coincidente com a area do Parque Nacional Serratda Cana
(Figura 5). A maioria dos pontos de ocorréncidvideufiventris dentro dos limites do estado
de Minas Gerais, esta em &reas onde ndo tem estimativas de areas prioritarias para
conservacao de Invertebrados. Isso pode ser justificado por ser essa area a mais antropizade

do estado.

A regido de concentracdo de pontos vermelhos é considerada como sendo de prioridade
especial, pois nela estéo localizadas cavernas (Provincia Carstica Arcos/ Pains/ Doresépolis) e
para a classificacdo das areas prioritarias, as localidades que possuem cavernas receben
destaque por formarem um ecossistema altamente ameacado. As pressdes antropicas
existentes nessa area sao mineracdo, desmatamento, queimadas e agropecuaria. AS
recomendacfes para a conservacao da area sdo baseadas em inventarios, elaboracao de plar
de manejo e a criacdo de uma Unidade de Conservacgéao (Drummond et al. 2005).

Segundo Drummond et al. (2005) a area que corresponde ao esforco amostral desse
trabalho foi indicada como de prioridade especial por possuir uma espécie de besouro
troglobio, Coarazuphium pains (Coleoptera: Carabidae), de distribuicdo restrita a area e
riqueza de espécies endémicas, raras ou ameagadas no Estado.
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Figura 5. Mapa indicando as areas prioritarias para a conservacao da fauna de invertebrados

no estado de Minas Gerais. Os pontos amostrais indicam os locais de ocorréncia natural e de

manejo de colbnias delelipona rufiventris. Pontos em vermelho indicam locais de coleta

deste trabalho e em amarelo os dados obtidos em cole¢Bes e outras fontes de referéncia

(Tabela 1 do anexo).

29



4.7 .Distribuicdo potencial deM. rufiventris

As figuras 6 e 7 mostram modelos de distribuicdo atudWideufiventris. A figura 6
representa o modelo binario que fornece a predicao da distribuicdo geogréfica da espécie, essa
area predita é representada pela cor verde. J4 a figura 7 mostra o modelo continuo de
distribuicdo deM. rufiventris, a cor verde representa a area em que potencialmente a espécie
pode ocorrer em decorréncia da adequacao climatica da regido. Os diferentes tons de verde
mostram a gradacdo das regides mais adequadas ou menos adequadas para a ocorréncia d

espécie, quanto mais intenso o tom de verde, maior é a adequacao climética do local.

O modelo foi testado quanto a sua acuracia e apresentou um 6timo desempenho. A area
sob a curva ROC (AUC) indicou boa habilidade de discriminacdo do modelo, com média de
0,977, esse valor indica bom desempenho preditivo do modelo ja que esta muito proximo ao
valor madximo da estatistica que é 1,0. De acordo com Elith et al. (2006) bons modelos
apresentam valores de AUC maiores que 0,75. A AUC é um indicador direto da capacidade
discriminatoria do modelo e representa a probabilidade de um ponto, seja de presenca ou
auséncia, ter sido classificado de forma correta no modelo (Phillips 2204l). O uso da
AUC é muito recomendado com a finalidade de medir a acuréacia de distribuicdo de espécies
(Manel etal. 2001; McPherson et al. 2004). A estatistica TSS teve um alto valor médio,
atingindo 0,843 confirmando a acuracia do modelo consenso. O limiar de corte para a
obtencdo do modelo binario de presenca/auséncia foi determinado pelo valor médio de TSS,
que foi 328. Esse valor representa o limiar de adequabilidade distinguindo as areas onde o

modelo prevé a ocorréncia ou ausénciddeufiventris.

Apés a confeccdo do modelo binario oito pontos ndo atingiram o limiar de TSS e foram
previstos como auséncia & rufiventris. Sao eles os pontos identificados na tabela 1 do
anexo como ID 18, 23, 28, 38, 70, 71, 99, 101. Desses oito pontos, quatro séo de individuos
oriundos do estado do Piaui, trés do estado de Mato Grosso do Sul e o Ultimo se encontra
localizado no estado do Mato Grosso. Com a andlise dos mapas dispostos nas figuras 6 e 7
fica evidente que estes pontos se encontram distante da grande maioria dos pontos amostrais ¢
a omissao destes pontos no modelo preditivo € resultado da heterogeneidade das condi¢cdes
abidticas do Cerrado. Essa heterogeneidade, faz com que diferentes localidades, mesmo sendc
pertencentes ao dominio do Cerrado, apresentem caracteristicas muito diferentes entre si
fazendo com o modelo ndo indique todo o bioma como sendo distribuicdo potencial da

espécie. Devido ao alto valor das estatisticas conclui-se que nas localidades representadas pot
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esses pontos nao ha ocorréncia naturdl deffiventris ja que ndo apresentam adequabilidade
ambiental para tal feito. Como esses pontos foram obtidos a partir de revisao bibliografica ou
com auxilio de outros pesquisadores ndo € possivel ter certeza que 0s espécimes sao
realmente pertencentesMa rufiventris ou séo populacdes da espécie porém mantidas por

criadores.

Lobo e Tognelli (2011) chamam a atencao para o fato de que dados de colecdes bioldgicas
podem apresentar limitacdes devido a imprecisdo da informacao fonecida sobre os individuos
ou na eleicdo das areas de amostragem que, geralmente privilegia locais de facil@sasso e
baixo custo financeiro. Entretanto, o uso desse tipo de dado é justificado com a caréncia de
levantamentos sistematicos e da demanda crescente por estimativas de distribuic6es

potenciais, principalmente devido as alteracdes cllimaticas (Giannini et al. 2012).

Os resultados apresentados nas figuras 6 e 7 demonstram uma distribuicdo geogréfica de
M. rufiventris que extrapolou os limites do bioma Cerrado em direcdo a Mata Atlantica,
apesar de todos os registros obtidos estivessem dentro do Cerrado e embora a espécie sej
reconhecida como pertencente ao mesmo (Melo, 2003; Camargo e Pedro, 2013). Essa analise
chama atencao visto que mesmo sendo relativamente alto o nimero de pontos de ocorréncia
de M. rufiventris utilizados neste estudo, os mesmos ndo abrangeram toda sua area de
ocorréncia. Logo esse deslocamento pode ter relacdo com o fato de que para a confeccéo do
modelo foram utilizadas camadas ambientais e de altitude, sem levar em consideracao
camadas bidticas, como o tipo de vegetacdo presente nos ambientes, logo, em qualquer area
com clima e altitude semelhantes ao “padrdo” conhecido para a espécie serd considerada

como area potencial de ocorrénciaule ufiventris no modelo.

O deslocamento da area potencial de ocorréncM. defiventris para o interior da Mata
Atlantica pode também ser explicado considerando que mediante as mudancgas climaticas
globais ou pela influéncia histérica de biomas florestais em areas de Cerrado, algumas
localidades ond®. rufiventris ocorre no Cerrado tenham semelhanca climatica com algumas
areas de Mata Atlantica, logo o modelo projeta uma adequabilidade climatica da espécie
dentro de regibes do bioma florestal. Verificar uma possivel aclimatagdordéventris em
areas de Mata Atlantica pode ajudar a aumentar areas potenciais para o manejo da espécie. De
fato, esta parece ser a hipotese mais plausivel ja que ha relatos de meliponicultores que
conseguem manter colbnias viaveisMie ufiventris no Rio de Janeiro e na regido de Mata de

Sao Paulo.
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Outro ponto chama atengdo ao analisar a figura 7. Ao mesmo tempo que a espécie
mostrou ter uma area ampla de ocorréncia, também visto na figura 6, as areas de maior
adequacdo climatica sdo as areas mais impactadas pela agropecuaria ja ndo sendo provavel ¢
estabelecimento de populacdes nessa regido. O primeiro requisito para eleger uma localidade
como sendo propicia a receber populacdes de espécies ameacadas € a qualidade do habits
(IUCN, 2014) logo, dentro da area potencial da espécie as que possuem maior probabilidade

de estabelecimento de colbnias ndo apresenta qualidade suficiente para tal feito.

Para uma efetiva conservacdo N rufiventris se faz necessaria a formacédo de
populacbes de conservacdo com o intuito de aumentar o nimero de individuos da espécie.
Essas populacdes deverdo ser reintroduzidas/translocadas para regides com areas
remanescentes e para Unidades de Conservacao existentes dentro nas areas apontadas corn

sendo de maior adequacao climéatica.

Analisando conjuntamente as figuras 3, 6 e 7 é possivel eleger duas Unidades de
Conservacao do tipo protecao integral no estado de Minas Gerais que se localizam em areas
adequadas climaticamente para a espécie, sdo elas: Parque Nacional da Serra da Canastra

Parque Nacional Grande Sertdo Veredas.
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Figura 6. Modelo binario de distribuicdo dédlipona rufiventris, baseado nos dados de
presenca da espécie. Os pontos amostrais indicam os locais de ocorréncia natural @ de mane
de colbnias deMelipona rufiventris. Pontos em vermelho indicam locais de coleta deste
trabalho e em amarelo os dados obtidos em cole¢des e outras fontes de referéncia (Tabela 1

do anexo).

33



0°

59
SoS

10°S
So0T

SoST

15°S

20°S

Registros da espécie [ Limites nacionais ~ Modelo de distribuigao

@® Coletas [ Limites estaduais Menor adequaco climatica
— Rios principais

O Dados secundarios —)
=
| I e
B Maior adequacéo climatica

Figura 7. Mapa indicando o modelo de distribuicad/@ipona rufiventris baseado na maior

adequacao climatic®s pontos amostrais indicam os locais de ocorréncia natural e de manejo

de colbnias deMelipona rufiventris. Pontos em vermelho indicam locais de coleta deste

trabalho e em amarelo os dados obtidos em cole¢cbes e outras fontes de referéncia (Tabela 1

do anexo).
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5. CONCLUSOES

Apesar deM. rufiventris ter ampla distribuicao no territério nacional, grande parte dessa
extensdo se encontra alterada devido a modificagdo do uso do solo, expondo a espécie ao

risco de extingao.

De acordo com os valores de AUC e TSS, os modelos de distribuicdo potencial gerados
apresentam bom desempenho, com alto poder preditivo e alta acuracia, com resultados bem
distantes dos previstos de maneira aleatoria. Os mapas apresentados mostram uma adequaca
climatica de parte da Mata Atlantica que é comprovada levando-se em consideracdo que

meliponicultores conseguem manter coldnias viaveis em regides de Mata.

Sédo poucas Unidades de Conservacdo do tipo Protecédo Integral registradas na area de
ocorréncia deM. rufiventris. Apenas dois Parques Nacionais estdo na area sugerida pelo
modelo como sendo potencial para a ocorréncia da espécie sdo eles o Parque Nacional da
Serra da Canastra e o Parque Nacional Grande Sertdo Veredas.
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7. ANEXOS

Tabela 1: Informacbes sobre os pontos de ocorrénclddipona rufiventris. Localidade,

coordenadas (em graus decimais) e referéncias.

ID long lat Localidade Referéncia
1 -48,3443611 -18,6218 Araguari, MG Colecdo Entomolégica UFV
2 -48,1861 -18,6472 Araguari, MG Colecéao Entomologica UFV
3 -48,2975556 -18,6033 Araguari, MG Colecédo Entomologica UFV
4  -48,0005 -18,8542 Araguari, MG Colecédo Entomologica UFV
5 -48,304111 -18,612 Araguari, MG Colecédo Entomologica UFV
6 -48,004556 -18,8582 Araguari, MG Colecéo Entomologica UFV
7 -45,533333 -20,2667 Arcos, MG Colecdo Entomolégica UFV
8 -45,981667 -19,9558 Corrego Dantas, MG Colec¢do Entomoldgica UFV
9 -45,416667 -20,45 Formiga, MG Colecdo Entomolégica UFV
10 -46,783333 -18,8333 Guimarania, MG Colecéo Entomologica UFV
11 -46,793 -18,8934 Guimaréania, MG Colecdo Entomolégica UFV
12 -46,7939833 -18,8407 Guimarania, MG Colecéo Entomologica UFV
13 -46,516667 -18,5667 Patos de MinaslG Colecdo Entomoldgica UFV
14 -46,9833333 -18,9333 Patrocinio, MG Colecéo Entomologica UFV
15 -44,65 -19,6167 Pequi, MG Colecdo Entomolégica UFV
16 -47,9166667 -19,7333 Uberaba, MG Tavares et al. 2007
17 -48,277 -18,919 Uberlandia, MG Dias (2008)
18 -44,583333 -8,95 Bom Jesus, PI Colecédo Entomologica USP
19 -52,25 -15,8833 Barra do Garca, MT species link
20 -55,2 -15,5 Serra de Sao Vicente species link

MT
21 -47,25 -21,3333 Cajuru, SP species link
22 -47,3 -21,2667 Cajuru, SP species link
23 -55,63 -20,44 Aquidauana, MS species link
24 -48,383333 -19,9 Aquidauana, MS species link
25 -47,7044 -21,55 Estacdo Ecologica di species link

Jatai, Luis Antbnio,

SP
26 -47,5508 -21,4792 Séao Simao, SP species link
27 -45,99 -16,5675 Bonfindpolis de species link

Minas, MG
28 -56,066667 -13,8167 Nova Mutum, MT  species link
29 -47,9503 -16,2525 Luziania, GO species link
30 -46,616667 -16,5833 Unai, MG species link
31 -49,195 -20,3417 icém, SP species link
32 -49,465 -18,9689 lItuiutaba, MG species link
34 -46,4075 -18,7786 Lagoa Formosa, MG species link
35 -47,950278 -16,2525 Luziania, GO species link
36 -49,01842  -17,3035 Piracanjuba, GO species link
37 -47,633333 -21,1667 Ribeirdo Preto, SP species link
38 -44.,9 -9,1 Bom Jesus, PI Colecdo Entomolégica USP
39 -48,608056 -16,6589 Silvania, GO species link
40 -48,705 -18,5922 Tupaciguara, MG  species link
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-47,2927778
-45,4366654

-52,45
-51,6783333
-47,7044444
-48,3183333

-47,6747222
-47,6747222
-47,5616667

-47,9463889
-45,4638333
-45,7128333
-45,7058611
-46,0201944
-46,0961389
-46,0961389

-18,9186
-17,5269
-17,6914
-18,6472
-15,7797
-18,8439
-16,2525
-18,5789
-19,7483
-18,9333
-20,2667
-19,8236
-19,8167
-19,6167
-20,45
-16,65
-17

-18,5667
-18,8333
-19,7333
-18,65
-18,919
-20,45
-18,9492

-18,7491
-19,5933
-19,4783
-19,3528
-22,4366

-21,8
-20,7511
-21,555
-19,1944

-19,1525
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-20,176

-20,1756
-19,891

-19,8794
-19,8794

Uberlandia, MG
Carbonita, MG

species link

Capelinha, MG Colecéao Entomologica UFV
Araguari, MG Pires (2010)
Brasilia, DF Pires (2010)
Guimarania, MG Lopes 2008
Luziania, GO species link

Patos de Minas, MG Pires (2010)
Uberaba, MG Pires (2010)

Patrocinio, MG Tavares et al. 2007
Arcos, MG Tavares et al. 2007
Cérrego Dantas, MG Lopes 2008
Corrego Dantas, MG Tavares et al. 2007
Pequi, MG Tavares et al. 2007
Formiga, MG Tavares et al. 2007
Dom Bosco, MG Tavares et al. 2007
Brasilandia de Minas Tavares et al. 2007
MG

Patos de Minas, Tavares et al. 2007
Guimarania, MG Tavares et al. 2007

Uberaba, MG Colecéo Entomologica UFV
Araguari, MG Lopes 2008

Uberlandia, MG Colecao Entomologica UFV
Formiga, MG Tavares et al. 2007
Fazenda Tavares et al. 2007

Experimental do
Gloria, UFU, MG

Araguari, MG Siqueira et al. 2007
Araxa, MG Melo, 2003
Ibia, MG Melo, 2003
Perdizes, MG Melo, 2003

Santa Rita de Cassic Melo, 2003
MG

Rio Guaraguata, MS Melo, 2003
Trés Lagoas, MS Melo, 2003
luis antonio,SP species link

Estacdo Ecologica di Colecdo Entomoldgica UFMC

Panga, Uberlandia,

Colecdo Entomolégica UFV

MG

Nova Ponte, MG
Patrocinio, MG
Davinopolis, Goias,

Brasil
Cataldo, GO
Arcos, MG

Iguatama, MG
Iguatama, MG

Tapirai, MG

Corrego Dantas, MG Coletor Resende, H.

Tapirai, MG

Colecdo Entomolégica UFMC
Colecdo Entomolégica UFMC

Informacao pessoal José
Eustaquio Santos Jr.
Resende, 2012

Coletor Resende, H.
Coletor Resende, H.
Coletor Resende, H.
Coletor Resende, H.

000000

Coletor Resende, H.
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84 -45,8829444 -19,8676 Cobrrego Dantas, MG Coletor Resende, H. C.
85 -45,9185278 -19,8894 Corrego Dantas, MG Coletor Resende, H. C.
86 -45,5372222 -20,35 Arcos, MG Coletor Resende, H. C.
87 -45,9126111 -19,8224 RE2 Coletor Resende, H. C.
88 -45,8865556 -19,8203 RE3 Coletor Resende, H. C.
89 -45,9791111 -20,0184 Bambui, MG Coletor Resende, H. C.
90 -46,0161111 -20,0422 Bambui, MG Coletor Resende, H. C.
91 -45,8925278 -20,062 Bambui, MG Coletor Resende, H. C.
92 -45,5007583 -20,2462 Arcos, MG Coletor Resende, H. C.
93 -44,43002 -19,8922 Florestal, Mg Coletor Resende, H. C.
94 -45,5150833 -20,2472 Arcos, MG Coletor Resende, H. C.
95 -45,5144722 -20,2495 Arcos, MG Coletor Resende, H. C.
96 -45,5276667 -20,0111 Lagoa da Prata, MG Coletor Resende, H. C.

97 -48,3883333 -19,9147 Uberlandia, MG species link
98 -45,7422222 -16,1325 Bonfindpolis de species link

Minas, MG
99 -44,5561111 -7,22944 Bom Jesus, PI colecdo entomolégica USP
100 -44,4211111 -10,5475 Mateiros, TO colecao entomologica USP

101 -44,3586111 -9,07444 Bom Jesus, PI colecdo entomolégica USP




CAPITULO 2 - Andlises genéticae moleculares aplicadas a conservacio
de Melipona rufiventris Lepeletier 1836 (Apidae: Meliponin).

1. RESUMO

Melipona rufiventris Lepeletier, 183@ uma espécie abelha nativa sem ferrdo, que se encontra

na lista brasileira de espécies ameacadas de extingdo. Os principais impactos a espécie sao ¢
degradacdo de seu habitat e a coleta predatoria de mel. A espécie faz parteodo grup
rufiventris, que possui ampla distribuicdo no Brasgit relacbesentre as espécies dentro do

grupo ndo sdo muito claras, sendo que foi proposta uma nova espécie, com ocorréncia no
noroeste de Minas Gerais. Estabelecer relacbes filogenéticas e identificar gendtipos
prioritarios para compor populacdes de conservacdo sao passos importantes de um programa
de conservacdo. Este trabalho estudou a relacdo filogenética entre espécies do grupo
rufiventris utilizando o gene Citocromo C oxidase subunidade | (COI) e o Espacgador
Intergénico Transcrito | (ITS1). Uma rede de haplétipos foi elaborada utilizando o gene COI.
As analises demostraram que as diferentes regides do DNA analisadas geraram diferentes
relacdes entre dois dos trés clados formados. Devido as relacbes demonstradas foi possivel
concluir que a espécie nao descrita do gmyfiwentris € muito proxima dé. flavolineata.

Foram identificados oito hapl6tipos de interesse para a formacdo de uma populacdo de

conservacao a ser reintroduzida ou manejada para areas potenciais para sua manutencao.
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2. INTRODUCAO

As abelhas da tribo Meliponini (Hymenoptera: Apidae), sdo conhecidas popularmente
como abelhas sem ferréo, pois as fémeas apresentam ferrdo vestigial (Michener, 2000). Elas
sdo consideradas um dos insetos mais importantes para a polinizacéo seja de areas naturais ot
cultivadas (Slaa et al. 2006). Pertencente a essa tribo, o ¢éegpona esta distribuido
exclusivamente na regido neotropical (Michener, 2000; Silveira et al. 2002, Camargo e Pedro,
2013). Esse género possui mais de sessenta espécies no Brasil (Camargo e Pedro, 2013)
sendo que trés delas encontram-se na lista de espécies ameagadas de extingdo publicada pel
Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2014M. scutellaris Latreille, M. capixaba Moure e

Camargo eM. rufiventris.

A Ultima espécie citada faz parte de um complexo de espécies denominado grupo
rufiventris que possui ampla distribuicdo no Brasijue conta atualmente com nove espécies:
M. rufiventris, M. brachychaeta, M. captiosa, M. cramptoni, M. dubia, M. flavolineata, M.
fulva, M. mondury e M. paraensis (Camargo e Pedro, 2013). Esse grupo era subdividido em
subespécies (Moure e Kerr, 1950), mas, posteriormente foram elevadas ao nivel de espécies
(Silveira et al. 2002). As espécies desse grupo sao muito semelhantes entre si chegando a sel
dificil a sua identificacdo baseada apenas em caracteres morfolégicos (Melo, 2003).
Inicialmente no estado de Minas Gerais havia apenas uma espécie reconhecida do grupo
rufiventris, M. rufiventris. Porém Melo (2003) reconheceu duas espécies no esvado:
rufiventris na cobertura vegetal tipica de CerradM.emondury Smith em areas de Mata

Atlantica.

Tavares et al. (2007) demonstraram, a partir de estudos moleculares, que espécimes de
urucu amarela proveniente dos municipios de Brasilandia de Minas, Dom Bosco e Urucuia
(Dias, 2008), no noroeste de Minas Gerais, apresentavam um perfil eletroforético distinto de
M. rufiventris encontradas no restante do estado. As amostras dessas localidades formaram
um grupo separado dd. mondury e deM. rufiventris quando analisadas por aloenzimas,
RAPD e microssatélites (Tavares et al. 2007) e se agruparam com amostras do Maranhé&o
(Silva et al. 2007). Tavares et al. (2007) sugeriram que estes individuos possam ser
representantes de uma terceira espécie de urucu amarela presente em Minas Geanas ainda

descrita Melipona sp).

Mesmo com ampla distribuicdo geografivha rufiventris figura na lista de espécies

ameacadas do estado mineiro ha praticamente vinte anos (Masthaldd998). Segundo
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Campos (1998) as principais razdes para a inclusdo da espécie na lista mineira de espécies
ameacadas foram a destruicdo e consequente fragmentacao do seu habitat e a coleta predatori

de mel.

Silveira e Campos (1995) relataram uma diminuicdo dos locais Mndefiventris &
encontrada e ela ndo é vista em areas impactadas. O Cerrado, habitat da espécie, esté
altamente fragmentado e sua cobertura vegetal foi drasticamente reduzida (Myers et al. 2000).
Os pequenos fragmentos formados nas reservas podem nao ser suficientes para a manutenca
de populacdes de tamanho populacional efetivo (Campos, 1998). Populacdes pequenas e
isoladas sofrem endogamia acelerada e perda da diversidade genética, implicando depressac
endogamica e menor habilidade para a adaptacdo as mudancas climéticas (Frankham et al.

2008).

A meliponicultura se mostra uma pratica econémica aliada a manutencao de populacées
de abelhas com a finalidade de se evitar a extingao local (Cortopassi-Laurin0€6al O
conhecimento da genética de colénias mantidas em meliponarios é fundamental para que se
desenvolvam estratégias de conservacgao eficazes para as espécies nativas (Cortopassi-Laurinc
et al 2006; Alves et al2011). Entretanto, sdo poucos o0s estudos sobre a genética de colmeias

em meliponarios (Carvalho-Zilse et 2D09).

Estudos moleculares sédo de grande importancia para a conservacao de espécies ameacada
de extincdo. Por meio deles € possivel delimitar unidades evolutivamente significativas, tomar
decisbes acerca de reintroducéo/translocacédo de populacdes de conservacao e resolucao de

incertezas taxondmicas (Frankham et al. 2008).

As incertezas taxondmicas Sd80 um entrave a conservacdo de muitas espécies uma vez que
para conservar € necessario conhecer a espécie, suas relagbes com outros organismos
relacionados ou ndo (Frankham et al. 2008). Uma espécie de ampla distribuicdo pode ser na
verdade um conjunto de espécies muito proximas que apresentam distribuicdes mais restritas.
Isso pode impedir a deteccédo de espécies raras ou ameacadas. Porém ao awigidesar

como sendo espécies diferentes os esfor¢cos sdo dedicados as espécies que ndo correm risco ¢

ameaga.

Sabendo disso, este capitulo tem por objetivo (i) apresentar hipéteses filogenéticas para o
gruporufiventris, com a finalidade de resolucéo da incerteza taxonémica existente no grupo; e

(i) identificar gendtipos prioritarios para composicao de populacdes de conservacao.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Material biolégico

Ao longo deste trabalho foram utilizados individuos do grufigentris das seguintes
espécies:M. rufiventris, M. mondury, M. flavolineata, Melipona sp. As amostras dé/.
rufiventris foram coletadas em diferentes localidades do Cerrado de Minas Gerais no entorno
do Parque Nacional da Serra da Canastra (Tabela 1). A localizacdo geogréfia dedda
foi registrada com o auxilio de um GPS Garmirt@PSMAP76CSX. Os individuos das
demais espécies foram obtidos em colaboracdo com outros pesquisadores, sendo que todos os
espécimes estavam depositados Laboratério de Biologia Molecular de Insetos da
Universidade Federal de Vigosa. Os espécimes foram identificados com o auxilio de uma
chave dicotbmica para as espécies M@ipona presentes no estado de Minas Gerais,

disponivel em Obiols (2008).

Tabela 1: Informacgdes sobre o esforgco amostralideufiventris. Localidade, coordenadas

(decimais), altitude e nimero de col6nias.

Localidade Latitude Longitude Altitude  Coldnias
Arcos -MG -20.3193611111 -45.4638333333 788m 18
Iguatama MG -20.1760277778 -45.7128333333 683m 2
Iguatama MG -20.1756111111 -45.7058611111 694m 9
Tapirai -MG -19.8909722222 -46.0201944444 680m 1
Tapirai -MG -19.8794166667 -46.0961388889 711m 2
Cérrego DantasMG -19.8794166667 -46.0961388889 699m 1
Cérrego DantasMG -19.8675833333  -45.8829444444  703m 2
Cérrego DantasMG -19.8894166667 -45.9185277778 686m 1
Arcos -MG -20.3499722222 -45.5372222222 719m 4
Bambui -MG -20.0421944444 -46.0161111111 460m 4
Bambui -MG -20.062 -45.8925277778 711m 1
Arcos -MG -20.2462274914 -45.5007582877 714m 9
Florestal MG -19.892162 -44.430020 753m 5
Arcos -MG -20.2471666667 -45.5150833333 700m 1
Arcos -MG -20.2495 -45.5144722222 706m 1
Lagoa da PrataMG -20.0110833333 -45.5276666667 669m 6

Todas as amostras foram devidamente identificadas e conservadas em alcool absoluto
no Laboratério de Genética e Conservacdo da Biodiversidade da Universidade Federal de

Vicosa€ampus Florestal sob temperatura de -20°C.
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3.2.Extracdo do DNA, amplificagdo dos fragmentos de interesse e

sequenciamento

Para as analises moleculares, o térax de uma operéaria por colénia foi congelado com
nitrogénio liquido e macerado com ajuda de um pistilo estéril de polipropileno. O DNA total
foi extraido utilizando o Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega), seguindo as
instrucbes do fabricante para extracdo de material genético de tecido animal. As amostras
foram quantificadas e tiveram sua qualidade verificada por eletroforese em gel de agarose
0,8% (p/v) e quando possivel em espectofotbmetro tipo NanoDrop lite Thermoscientific. A

solucéo contendo o material genético foi mantida sob refrigeracéo a -20°C.

Foram utilizados quatro pares gamers nas reagdes de amplificacdo via PCR. As
sequéncias e referéncias bibliograficas de @abeer (Tabela 2), assim como as condi¢cfes
especificas de PCR¢lymerase Chain Reaction), sdo apresentadas a seguir.

Tabela 2. Sequéncias dpsmers e informacdes de PCR dos fragmentos de DNA utilizados

neste trabalho. Tm: temperatura de anelamenfwider.

Sequéncia Primer Sequénda Tm Referéncia
M.scu 586F 5’-TCTTTACCTGTATTAGCAGGAG3’
COl 57°C N&o publicado*
M.scu 1324R 5’-GATAATCTGAGTATCGTCGTGGS3’

HCOdeg 5’-TAAACTTCWGGATGWCCAAAAAATCA-3’

COl 52°C Resende, 2012**
LCOdeg 5’>-TATCWACHAATCATAAAAATMTTGG- 3°
ITSI1F 5-ACGATTGCGCGATATGGCTG3"
ITS 61°C N&o publicado*
ITSI1IR 5-TCCGTTGGGAAATCGAACCGS3’
CAS18SF1 5’-TACACACCGCCCGTCGCTACTA3’
ITS 61°C Ji, et al. 2003

CAS5P8SB1D 5’-ATGTGCGTTCRAAATGTCGATGTTCA3’

*primers desenhados para esse trabalho

**0s primers LCO/HCOdeg foram sintetizados a partir das modificacdes plosers
universais LC0O1490 e HCO2198 propostos por Folmer et al. (1994).

Para as reacbes de PCR foi utilizado o Kit Invitrogen Plaffndfaq DNA
Polymerase. Todas as reacdes foram montadas com volume final de 25ul para cada amostra
com 0s seguintes reagentes, suas respectivas concentragdes e o volume utilizado em cada
reacao: 10X PCR Buffer (2,5ul); 20mM dNTP (0,8ul), 50mM MgCI2 (1,0pxiyner 10uM
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(1,0ul para oprimers nucleares e 2,0 pl para psmers mitocondriais), DNA 50ng/ul (1pl),
Platinum Taq DNA polymerase (0,1ul) e H20 Milli-Q na quantidade suficiente para

completar o volume final.

As reacfes de PCR iniciaram-se com um passo de desnaturacédo a 94°C por 1 minuto e
30 segundos, seguido de 35 ciclos de amplificacdo e um passo final de extensao a 72°C por 5
minutos. Cada ciclo compreende: um passo de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos,
anelamento por 50 segundos a temperatura especifigariduss (tabela 2) e alongamento

das cadeias a 72°C por 1 minuto e 30 segundos.

Para verificar a qualidade e o tamanho dos fragmentos amplificados, os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a uma concentracdo de 1,2% (p/v)
com tampédo TBE 1X e corados com GelRe(L0.000X) usando o marcador molecular 1Kb
DNA Leadder (Invitrogen) como parametro para verificar o tamanho dos fragmentos

amplificados via PCR.

Os produtos de PCR foram processados no Laboratério de Biodiversidade e Evolucao
Molecular (LBEM) da Universidade Federal de Minas Gerais. A purificacdo dos produtos da
PCR foi realizada de acordo com Chaves et al. (2008) usando PEG 8000 (polietilenoglicol a

20% e NaCl 2,5M), hidratando o material com agua ultrapura em seguida.

Os amplicons purificados foram sequénciados utilizando o mix de reacdo de
sequénciamento do BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life Technologies,
EUA), com o BidDye 5X diluido. As reacdes de amplificacdo para o sequénciamento
possuiam volume total de 104l eram do kit de sequénciamento, 3ul de agua ultrapura, 2ul
de produto de PCR purificado e 1ul gamer (concentracédo final de 0,pu que foram
submetidas ao termociclador com 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 25 segundos,
anelamento a 50°C durante 15 segundos e extensdo 60°C durante 3 minutos. Os produtos
amplificados foram precipitados utilizando acetato de amoénio e etanol 70%, depois

ressuspendidos em tampé&o formamida-EDTA e executados no sequénciador ABI3130xl.

3.3.Andlises moleculares
As sequéncias consenso das fiasvard e reverse de cada amostra foram obtidas
com auxilio do pacote computacional phredPhrap e Consed versao 29.0 (Ewing et al. 1998;

Ewing e Green, 1998; Gordon et al. 1998) e do software CodonCode Aligner versao 6.0

(CodonCode Corporation MA, USA). Os cromatogramas resultantes das reacbes de

49



sequenciamento foram inspecionados visualmente e, quando identificado qualquer erro na
chamada de bases, editadas manualmente. Os alinhamentos das sequéncias foram realizado
com o auxilio do programa ClustalW (Higgins et al. 1994) implementado no software MEGA
versao 7 (Kumar et al. 2016). Todos os alinhamentos foram inspecionados e corrigidos

visualmente e as sequéncias com alinhamentos duvidosos foram excluidos da andlise final.

A nomenclatura IUPAC foi utilizada sempre que detectadas ambiguidades nas
sequéncias amplificadas a partir dpgmers nucleares, utilizando-se posteriormente o
algoritmo Bayesiano descrito em 2003 por Stephens e Donelly disponivel no software DnaSP
v5.1 (Librado e Rosas, 2009), cm os parametros: 500 repeticObgrieim, 500 repeticdes

livres e intervalo dérinning=1 para analisar as heterozigosidades.

3.4.Inferéncias filogenéticas e rede de haplétipos

3.4.1. Inferéncias filogenéticas

Arvores filogenéticas foram reconstruidas por inferéncia Bayesiana (IB) por meio de
MrBayes 3.0b4 (Huelsenbeck e Ronquist, 2001), com 5 milhGes de geracdes por Cadeia de
Monte Carlo Markov (MCMC). A convergéncia das cadeias de Markov foi verificada no
programa Tracer v. 1.5 (Rambaut e Drummond, 2009). Cada analise foi rodada, de forma
independete, quatro vezes, sendo excluidas 25% das geragdes iniciais, por meio do “burnin”

e 0s 75% restante foi utilizado no calculo da arvore consenso. Os modelos de substituicdo a
foram estimados pelo MrModeltest (Nylander et al. 2004) com o critério de informacao
Akaike (AIC) (Akaike, 1985). Utilizou-se como grupo externo uma sequénd dapixaba

Moure e Camargo, obtida como parte do trabalho realizado por Raad (2017).

As visualizacOes das arvores, assim como as edi¢des, ocorreram no programa FigTree
v1.4.3 (Rambaut, 2009). Foram construidas trés arvores enraizadas: (1) com gene
mitocondrial COI; (2) com o ITS1; (3) utilizando tanto sequéncias mitocondriais quanto
nucleares, concatenadas. Devido ao fato de que os modelos fornecidos pelo Akaike Model

eram diferentes entre aequéncias, a filogenia concatenada foi particionada.

3.4.2. Rede de haplétipos

A rede foi reconstruida pamd. rufiventris utilizando-se vinte sequéncias referentes a
regido de COI. Os haplétipos existentes foram identificados com auxilio do software DnaSP
v.5.1 (Librado e Rosas, 2009). As redes de haplétipos foram reconstruidas por analise de

50



median-joining (Baldelt et al. 1999) utilizando o software NETWORK 4.5 e editada

manualmente para melhor visualizagéo.

4. RESULTADOS

4.1.Inferéncias filogenéticas

Foram utilizadas trinta e seis amostras, incluindo o grupo externo, para a reconstrucao
filogenética usando as sequencias obtidas a partir de amplificacdes cprimes de
MtDNA. O alinhamento final utilizado totalizou 1061pb e o modelo de reconstrucéo
filogenética utilizado foi GTR+I. A arvore filogenética enraizada (Figura 1) obtida mostra que
as abelhas do grupwfiventris analisadas foram separadas em trés clados monofiléticos: o
clado 1 (C1) é formado por seis individuosMiemondury; o clado 2 (C2) formado por vinte
e um individuos d#/. rufiventris; e clado 3 (C3) possui, de acordo com a atual classificacéo,
duas espécies diferentéd: flavolineata e Melipona sp, representadas por quatro individuos
cada. O baixo valor de probabilidade posterior ndo permite certeza sobre a relacdo entre os
grupos C1, C2 e C3.
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Figura 1. Arvore consenso obtida por inferéncia filogenética Bayesiana utilizando sequéncias

de COI. Grupo externdVelipona capixaba) em preto; Grupo 1 (C1) em vermelho; Grupo 2

(C2) em verde; Grupo 3 (C3) em azul. Probrabilidade posterior indicada em cada bifurcacéo.

As amostra utilizadas nesta inferéncia se encontram descritas na tabela 3.
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Tabela 3. Dados sobre as amostras utilizadas na arvore filogenética referente as sequéncias de

COl (Figura 1). A cor da primeira coluna € referente a cor do clado representado na arvore.

Grupo Cddigo Espécie Localidade
WAGO01; WAG02 M. mondury  Lagoa da Prata, MG
mmonl M. mondury  Domingos Martins, ES
mmon2 M. mondury  Teresoépolis, RJ
mmon5 M. mondury  Itabuna, BA
mmon6 M. mondury ~ Camamu, BA
Conrado M. rufiventris  Tapirai, MG
m:a;g%mr;urijlfglgnru”?ﬂ M. rufiventris  Aguas do Paraiso, Arcos, MG
mrufl186; mrufl185; mrufl87 M. rufiventris Iguatama, MG, Brasil
mruf201 M. rufiventris  Iguatama, MG, Brasil
mruf252 M. rufiventris Coérrego Dantas, MG, Brasil
mruf222 M. rufiventris  Tapirai, MG, Brasil
mruf231 M. rufiventris  Tapirai, MG, Brasil
mruf321; mruf322 M. rufiventris  Arcos, MG
m:ﬂggé rmn:ﬂggg mruf294; M. rufiventris  Arcos, MG
mspl6 M. rufiventris Cataldo, GO
msp25; msp27 Meliponasp Januaria, MG
msp40 Meliponasp Dom Bosco, MG
msp42 Meliponasp Brasilandia de Minas, MG

M. ~

mspl; msp2; mspl9; msp20 flavolineata Maranhao

O alinhamento final para a sequéncia ITS1 totalizou 2008pb referentes a ITS interno

total, regido 18S parcial e 5,8S parcial. Para a referida regiao foram utilizadas lisa@s ana

trinta e cinco amostras, incluindo o grupo externo, com modelo de reconstrucéo filegenétic

K80+Il. Na arvore filogenética enraizada referente a regido de ITS1 (Figura Bynte

semelhante ao obtido com COI, foram formados trés grupos monofiléticos. Os valores das

probabilidades posteriores permitem inferir sobre as relacdes entre os taxons, mostrando que

C3 (Méipona sp + M. flavolineata) € grupo irmé&o de CIM. mondury). A analise indica a

separacdo da amostra Me rufiventris oriunda de Goias (mspl6) das demais amostras da

espécie que foram coletadas em Minas Gerais.
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Figura 2. Arvore consenso obtida por inferéncia filogenética Baysiana utilizando sequéncias
de ITS1. Grupo externdMeipona capixaba) em preto; Grupo 1 (C1) em vermelho; Grupo 2
(C2) em verde; Grupo 3 (C3) em azul. Probabilidade posterior indicada em cada bifurcacéo.

As amostras utilizadas nesta inferéncia se encontram descritas na tabela 4.
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Tabela 4. Dados sobre as amostras utilizadas na arvore filogenética referente as sequéncias de
ITS (Figura 2). A cor da primeira coluna é referente a cor do clado representado na arvore.

Grupo Cddigo Espécie Localidade
mmon5 M. mondury Itabuna, BA
mmon6 M. mondury Camamu, BA
Conrado M. rufiventris Tapirai, MG
mrufl71; mrufl74; mrufl75; M. rufiventris Aguas do Paraiso, Arcc
mrufl?78; mrufl711; mrufl712 ' MG
m:ﬂﬁg% mr?frlugégz’ mruf18: M. rufiventris Ilguatama, MG
mrufl194 M. rufiventris Arcos, MG
mruf201 M. rufiventris Iguatama, MG
mruf331; mruf334; mruf335 M. rufiventris Lagoa da Prata, MG
mruf322 M. rufiventris Arcos, MG
mruf303; mruf302 M. rufiventris Florestal, MG
mruf291 M. rufiventris Arcos, MG
mspl6 M. rufiventris Cataldo, GO
msp25; msp27; msp226 Melipona sp Januaria, MG
msp40 Melipona sp Dom Bosco, MG
msp42 Melipona sp Brasilandia de Minas, MG
msp32 M. aff. flavolineata Novo Acordo, TO
mspl; msp2; mspls M. flavolineata Maranhao

A arvore enraizada obtida com as duas regibes concatenadas (Figura 3) reflete a
topologia encontrada na arvore produzida com a regido ITS1, em relacao aos trés grupos, mas
com relacdo no interior de C3 semelhante ao observado na analise com COIl. A mesma
utilizou amostras que se encontravam tanto na arvore referente as sequéncias de COI quanto

na arvore de ITS.
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Figura 3:Arvore consenso obtida por inferéncia filogenética Bayesiana utilizando sequéncias
de ITS1 e COI de forma concatenada. Grupo extévigtiffona capixaba) em preto; Grupo 1

(C1) em vermelho; Grupo 2 (C2) em verde; Grupo 3 (C3) em azul. Probabilidade posterior
indicada em cada bifurcagdo. As amostras utilizadas nesta inferéncia estdo descritas na tabela
5.

Tabela 5. Dados sobre as amostras utilizadas na arvore filogenética referente as sequéncias de

COl e ITS (Figura 3). A cor da primeira coluna é referente a cor do cladeerf@éo na

arvore.
Grupo Cadigo Espécie Localidade
Mmon5 M. mondury ltabuna, BA
Mmon6 M. mondury Camamu, BA
Conrado M. rufiventris Tapirai, MG
mrufl78 M. rufiventris Aguas do Paraiso, Arcos, MG
mruf201 M. rufiventris Iguatama, MG
mruf322 M. rufiventris Arcos, MG
mruf297 M. rufiventris Arcos, MG
mspl6 M. rufiventris Catalédo, GO
msp25; msp27 Melipona sp Januaria, MG
msp40 Melipona sp Dom Bosco, MG
msp42 Melipona sp Brasilandia de Minas, MG
mspl; msp2 M. flavolineata Maranhao
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4.2.Rede de haplotipos

As amostras deéM. rufiventris coletadas no entorno do Parque Nacional da Serra da

Canastra tiveram sua composicdo haplotipica analisadas visando determinar genétipos de

interesse para a formacédo de uma populacéo para conservacao local. A figura 4 demonstra a

rede de haplétipos reconstruida considerando as sequéncias de COI. A tabela 2 refere-se a

localidade de cada haplétipo.

Hap 8
Hap 1
Hap 2
Hap 6 O—4 —
Hap 4
Hap 5 Hap 3

Passo mutacional:

_|_

NUmero de amostras em

cada haplétipo:

Q0ec

Figura 4. Rede de haplotipasedian-joining baseada em sequéncias COI Melipona

rufiventris.

Tabela 6. Localizacdo geografica dos haplétipos mitocondriai$/@gona rufiventris.

Coordenadas em graus decimais.

Coordenadas
Haplétipo Amostra Latitude Longitude Localidade

1 conrado -19.8794166667 -46.0961388889 Tapirai, MG, Brasil

2 17.3 -20.3193611111 -45.4638333333 Arcos, MG, Brasil
17.7 -20.3193611111 -45.4638333333 Arcos, MG, Brasil

3 17.8 -20.3193611111 -45.4638333333 Arcos, MG, Brasil
17.13 -20.3193611111 -45.4638333333 Arcos, MG, Brasil
17.17 -20.3193611111 -45.4638333333 Arcos, MG, Brasil
18.6 -20.1756111111 -45.7058611111 Iguatama, MG, Brasil
18.7 -20.1756111111 -45.7058611111 Iguatama, MG, Brasil
20.1 -20.1760277778 -45.7128333333 Iguatama, MG, Brasil
22.2 -19.8794166667 -46.0961388889 Tapirai, MG, Brasil

4 23.1 -19.8909722222 -46.0201944444 Tapirai, MG, Brasil

5 18.5 -20.1756111111 -45.7058611111 Iguatama, MG, Brasil
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6 25.2

-19.8675833333

-45.8829444444 Cobrrego Dantas, MG, Brasil

29.2 -20.2462274914 -45.5007582877 Arcos, MG, Brasil
29.3 -20.2462274914 -45.5007582877 Arcos, MG, Brasil
29.4 -20.2462274914 -45.5007582877 Arcos, MG, Brasil
29.5 -20.2462274914 -45.5007582877 Arcos, MG, Brasil
7 29.7 -20.2462274914 -45.5007582877 Arcos, MG, Brasil
32.1 -20.2471666667 -45.5150833333 Arcos, MG, Brasil
8 32.2 -20.2471666667 -45.5150833333 Arcos, MG, Brasil

O alinhamento final das vinte sequéncias de COlI utilizadas para a construcao da rede de
haplétipos totalizou 1032 sitios com exclusdmales e missing data. Do total de sitios, 17 se
mostraram variaveis, sendo 9 parsimoniosamente informativos segitons. Foram
identificados 8 haplétipos diferentes, sendo o Hapl6tipo 4 o mais comum, com 7 amostras. A
diversidade haplotipica (Hd) encontrada foi 0,8263 e diversidade nucleotidica (m) de 0,00295.

O haplétipo 4 € mais distribuido ao longo da area de amostragem. Cada um dos haplétipos
1, 3, 5 e 6 sado representados por uma coldnia. Haplétipos 2 e 8 possuem duas amostras cada

sendo que Haplotipo 8 exclusivo de um meliponario.

O haplétipo 7 possui 5 individuos e se diferencia do haplotipo mais comum por dois
passos mutacionais. As amostras que possuem esse gendtipo sdo todas do mesmo
meliponario, o que demonstra baixa diversidade o que possivelmente é resultado de
multiplicacao artificial a partir de uma Unica colénia matriz.

5. DISCUSSOES

5.1.Inferéncias filogenéticas acerca do grupaufiventris

A analise do gene COI e de sequéncias do ITS1 das espécies demonstraram filogenias
diferentes (Figuras 1 e 2). A separacad/deufiventris e M. mondury em clados distintos era
esperada e corresponde a trabalhos realizados anteriormente (SilV2087 aLopes, 2008
Pires, 2010). Em ambas as analidédjpona sp se agrupou coi. flavolineata oriundas do
Maranh&o, com variacdo deste grupo em relacdo aos demais quando analisados o gene
mitocondrial e a sequéncia nuclear. Borges (comunicagdo pessoal) utilizando marcadores
RAPD demonstrou que individuos de Brasilandia de Minas/Dom Bosco e as colbnias do
estado do Maranh&o formaram um grupo separadd.deondury e M. rufiventris quando
todas as amostras eram submetidas a analise de agrupamento. Silva et al. (2007), utilizando
marcadores microssatélites, observaram que as amostras oriundas de Brasilandia de Minas-

MG, Dom Bosco-MG e do Maranhao formavam um subgrupo dentkh ddfiventris.
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Quando observado em relacéo a Q@d{ipona sp se separa del. flavolineata dentro
de um clado monofilético, corroborando inicialmente a hipotese de uma nova espécie
proposta por Melo (2003) e Tavares et al. (2007). Nesta arvore, o clatldlavblineta +
Melipona sp) se apresenta como grupo irméao do cladbl2r(fiventris), com baixo valor de
probabilidade posterior (0,54). Esta relacdo é diferente da observada por Pirese(2010)
idéntica a observada por Lopes (2008), mas o baixo valor de probabilidade posterior ndo da

suporte a esta relacao entre os grupos C1, C2 e C3.

As sequéncias do ITS1 (Figura 2) tiveram maior resolucdo interespecifica, onde o
grupo C3 WMelipona sp+ M. flavolineata) é grupo irmédo de CIM. mondury) e juntos (C3+
C1) sao grupo irmdo de C3/( rufiventris), sendo esta relacdo é corroborada pela analise
concatenada das duas sequéncias (FigurBléste caso, as amostras Melipona sp e M.

flavolineata se comportam como uma Unica espécie em relacdo a sequéncia nuclear.

Esta relacdo pode ser resultado de trés eventos distintos entre as duas espécies:
amostras deMelipona sp podem corresponder, de fato, a coléniasMieflavolineata no
extremo da sua distribuicdo e suas diferencas morfoldgicas sdo resultado de especializacdo
local; Melipona sp e M. flavolineata podem nao possuir isolamento reprodutivo e ha
hibridizacao entre as espécies, mantendo fluxo génico via machbipana sp encontra-
se em processo de especiacdo simpatrica recente, sem amplas evidéncias nucleares que :

diferenciem dé\. flavolineata.

Ja a andlise de COI sugere uma quarta possivel reldgiqona sp pode ser
resultado de hibridizacdo entké. flavolineata com M. rufiventris, seguido de introgressao
com M. flavolineata, que resultaria na topologia apresentada por ITS1 neste trabalho. Ha a
possibilidade de introgressédo cdvh rufiventris ou Melipona sp corresponder a zona de
hibridizacdo entre as duas espécies, sendo que estes casos podem néo ter sido identificada:

com as sequéncias de ITS1.

Dentro do clado d®l. rufiventris, a amostra pertencente a Goias (mspl6) se distingue
das demais, coletadas em Minas Gerais. Esta observacéo era esperada devido ao fato de que
as populacdes dd. rufiventris estdo distribuidas em um cenario de vegetagcédo heterogénea o
que as expde a diferentes condi¢cdes ambientais, implicando em ecétipos adaptados aos seus
locais de ocorréncia. Com base em diferencas morfoloégicas Melo (2003) observou que
individuos de Goias apresentavam caracteristicas tankd. defiventris quanto da espécie

congenéricad. mondury.
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Os resultados apresentados neste trabalho, respaldados pelos dados encontrados nos
trabalhos de Silva et al. (2007) permitem considerar Me&pona sp do norte de Minas
Gerais estd mais relacionada filogeneticamente é&émflavolineata do que comM.
rufiventris ou M. rufiventris. Para completa elucidacdo da relacdo entre as espécies, é
necessario que se realizem coletas nas éareas limitrofes da distribuicdo estimdda de
flavolineata e Melipona sp, com o intuito de se observar se existe algum isolamento entre as
espécies, se estas ocorrem em simpatria ou se existe alguma zona de hibridizacdo entre suas
areas de distribuicdo ou até mesmo se sdo de fato espécies diferentes ou se trata de ume

mesma espécie.
5.2.Diversidade e conservacgéao local de M. rufiventris

A conservacao dil. rufiventris possui diversas dificuldades inerentes a sua biologia e aos
riscos aos quais a espécie estd exposta. Coldnias em ambiente natural sdo de dificil
localizacdo e estdo dispersas em uma regido altamente antropizada. Das 67 coldnias
localizadas no entorno do Parque Nacional Serra da Canastra, apenas uma se encontrava en

condic&o natural, com as restantes manejadas por meliponicultores.

O efeito do manejo nas coldnias pode levar a perda de diversidade genética devido a
diminuicdo do tamanho efetivo da populacdo, ao efeito fundador e possivel isolamento das
populacdes (Carvalho-Zilse et al. 2009; Alves et al. 2011). Com um perfil de distribuicdo téo
concentrado em meliponarios nesta regido, a populacéd. defiventris pode ser alvo de
erosdo genética crescente nos proximos anos, levando a extingéo local da espécie.

Com o intuito de diminuir este risco, uma das formas de se manter a diversidade
genética e criar uma populagéo a partir da qual se possam realizar multiplicacdes e posteriores
reintroducdes/translocacdes de colbnias, a criagdo de uma populacdo de conservacao é
necessaria (Frankham et al. 2008). Esta populacéo deve conter a maior variabilidade genética
possivel, com representantes de todos os haploétipos disponiveis, e ser mantida em ambiente
natural conservado e protegido para que tenha maior sucesso (Frankham et al. 2008).

Um dos possiveis fragmentos de Cerrado preservado com capacidade para comportar
uma populagédo para conservagdoMierufiventris € o Parque Nacional Serra da Canastra,
com 200 mil hectares. EmboM. rufiventris ndo tenha sido descrita como de ocorréncia
dentro dos limites do parque, é encontrada em seu entorno e a regido do parque esta dentro de
area de ocorréncia estimada para a espécie (Capitulo 1).

Foram encontrados oito haplotipos distintos para COMdeufiventris na regiao,

todos com disponibilidade para compor uma populacdo para conservacdo. Contudo, é
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importante salientar que estes haplétipos podem ndo corresponder aos encontrados
naturalmente na regiao.

Como a amostragem de colbnias em condi¢cdes naturais € baixa, os haplétipos
presentes em meliponarios podem ser resultado do transporte artificial de colénias de outras
regibes de ocorréncia dd. rufiventris. Estudos anteriores ja indicaram a presenca de
estruturacdo dentro da espécie (Lopes, 2004) e, como ndo € possivel afirmar a procedéncia
das col6nias dos meliponicultores, seu uso para compor populacdes de conservacao deve ser
condicional a colbénias sabidamente obtidas na prépria regido. As colbnias selecionadas para
este estudo se enquadram neste critério, minimizando o risco de introdugdo de colénias com

haplétipos ndo adaptados localmente.

6. CONCLUSOES

A analise genética das espécies do gruyfoventris demostraram que as populacdes
oriundas do noroeste de Minas Gerais estdo filogeneticamente relacionadadl.com
flavolineata. De fato, as populacdes de urucu amarela existentes no Cerrado se separam das
populacbes de Mata Atlantica quando analisadas por regiées COI e ITS1, porém as mesmas

sao muito préximas.

As populacdes d#l. rufiventris no entorno do Parque Nacional 8arra da Canastra,
amostrada neste trabalho, tem como principal caracteristica a alta concentracao de col6nias
em condicdo de manutencdo artificial, com apenas uma das 67 colonias amostradas foi
encontrada em condicfes naturais. Dos oito hapl6tipos mitocondriais encontrados, todos estédo
disponiveis para a formacdo de uma populacéo para conservacao dentro dos limites do Parque

Nacional, considerando que o0 mesmo é uma regiao potencial para a conservacao da espécie.
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CONCLUSOES GERAIS

v' A area de ocorréncia dé. rufiventris, apesar de ampla, se encontra reduzida a alguns
remanescentes de vegetacao original rodeados por areas com modificacdo no uso do
solo pela agropecuaria.

v O Cerrado possui muitas areas prioritarias para conservacdo, mas o numero de
unidades de conservacdo do tipo protecdo integral € muito pequeno e estao
distribuidas de uma maneira que nao contempla todos os tipos vegetacionais do
bioma.

v' Os modelos preditivos de distribuicdo apresentaram bom desempenho e alto poder
preditivo. Mostrando adequacao climéatica de parte da Mata Atlantica, o que néo
implica na ocorréncia natural d& rufiventris neste bioma e sim que é possivel, como
de fato ocorre que manejos para essa area sejam bem sucedidos.

v As populacdes de urucu amarela da Mata Atlantica sdo pertencentes a espécie
diferente das populagbes encontradas no Cerrado, mas ambas sao proximamente
relacionadas.

v' As analises genéticas demonstraram que as popula¢des oriundas do noroeste de Minas
correspondem estdo filogeneticamente mais relacionadasMoffavolineata de
ocorréncia no Tocantins e Maranhdo, e menos relacionadas filogeneticameiMe com
rufiventris e M. mondury, denotando um interessante caso filogenético a ser estudado.

v" Todos os oito haplétipos encontrados sao interessantes para a formacao de populacées
de conservacdo a serem manejadas, com a finalidade de aumentar a abundancia da
espécie. Porém as areas prioritarias para acolher tais populacées seriam as atuais
Unidades de Conservacao e apenas duas do tipo protecao integral estdo localizadas na
area potencial de ocorrénciaerufiventris: Parque Nacional da Serra da Canastra e

o Parque Nacional Grande Sertdo Veredas.
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