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DIVERSIDADE E ESTRUTURA GENETICA DE _
Euglossa cordata (Linnaeus, 1758) EM ECOSSISTEMAS DE TRANSICAO NO
NORDESTE DO BRASIL

RESUMO

Os Euglossini constituem um importante grupo de abelhas responsdvel pela manutencio
dos ecossistemas florestais na Regido Neotropical, devido a busca por compostos
quimicos por parte dos seus machos. Em razdo da interacdo dos machos de Euglossini e
determinados grupos de plantas como fonte de aromas, substancias quimicas andlogas as
produzidas por estas plantas tornaram-se importantes ferramentas em estudos ecoldgicos
e genéticos com estes organismos. Por situar-se em zona de transi¢do entre os biomas
Amazo6nia, Cerrado e Caatinga, o Maranhdo abriga uma complexa mistura de paisagens
naturais, que podem ser divididas em oito fitorregides. Dessa forma, o presente estudo
buscou investigar se existe diferenca na estrutura genética de subpopulacdes de Euglossa
cordata distribuidas ao longo das diferentes paisagens maranhenses. Para responder esta
questao foram capturados 337 machos de E. cordata em 12 localidades do estado do
Maranhao e uma no estado do Pard. Foram analisados seis loci microssatélites (Egc 18,
Egc 24, Egc 26, Egc 30b, Egc 37, Ann2) para todas as amostras. Ao mesmo tempo, a
andlise de um segmento de 601pb do gene mitocondrial Cit b foi conduzida para 107
machos. Foram detectados elevados valores de diferenciagdo genética para a amostra de
Sdo Luis, tanto para os marcadores microssatélites quanto para o DNAmt (mtdst=0,420,
AL x SL; mtdst= 0,392, HC x S; mt¢st=0,350 AJ x SL). Ainda, com base nos marcadores
nucleares, também a localidade de Alcantara apresentou estruturacdo significativa em
algumas comparacdes (¢st= 0,20, AL x FN, AL x FN, AL x SL). Dois grandes grupos de
subpopulagdes de E. cordata foram encontrados por meio da andlise Bayesiana,
colocando a subpopulagdo de Sao Luis em um extremo e a de Alcantara em outro. Com
base nos resultados obtidos, descartou-se a associacdo da diversidade genética de E.
cordata a determinadas fitorregides. Assim, estima-se que fatores histéricos aliados a
acOes antrOpicas para cada fitorregidao podem ter influenciado nos altos valores de
diferenciagdo genética encontrados. Com base em nossos dados pode-se se inferir que as
subpopulagdes de E. cordata amostradas no estado do Maranhdo apresentam diferencas
genéticas importantes que merecem aten¢do ao se propor medidas para manejo e
conservacao de tais populagdes.

Palavras-chave: Euglossa cordata, Euglossini, Microssatelites, DNA mitocondrial,
Fitorregides do Maranhdo, variabilidade genética



DIVERSITY AND GENETIC STRUCTURE OF EUGLOSSA CORDATA
(LINNAEUS, 1758) IN A TRANSITION ECOSYSTEMS IN THE NORTHEAST
OF BRAZIL

ABSTRACT

The Euglossini are an important group of bees responsible for the conservation of forest
ecosystems in the Neotropical region, due to the search for chemical compounds by their
males. Due to the interaction of Euglossini males and certain groups of plants as a source
of aromas, analogous chemicals produced by these plants have become important tools in
ecological and genetic studies with these organisms. Since Maranhao is located in a
transition zone between the Amazon, Cerrado and Caatinga biomes, it houses a complex
mixture of natural landscapes, which can be divided into eight phytoregions. Thus, the
present study aimed to study if there is a difference in the genetic structure of Euglossa
cordata subpopulations distributed throughout the different landscapes of Maranhdo. To
answer this question, 337 males of E. cordata were captured in 12 locations in the state
of Maranhdo and one in the state of Para. Six microsatellite loci (Egc 18, Egc 24, Egc 26,
Egc 30b, Egc 37, Ann2) were analyzed for all samples. At the same time, an analysis of
a 601pb segment of the Cit b mitochondrial gene was conducted for 107 males. High
values of genetic differentiation were detected for the Sdo Luis sample, either for the
microsatellite markers and for the mfDNA (mt¢pst=0,420, AL x SL; mtst= 0,392, HC x
S; mtpst=0,350 AJ x SL). Also, based on the nuclear markers, the locality of Alcantara
also presented significant structuring in some comparisons (¢st= 0,20, AL x FN, AL x
FN, AL x SL). Two large groups of E. cordata subpopulations were found by Bayesian
analysis, placing at one extreme the subpopulation of Sdo Luis and the other one,
Alcantara. Based on the results obtained, the association of the genetic diversity of E.
cordata to certain phytorregions was discarded. Thus, it is estimated that historical factors
allied to anthropic actions for each phyto-region may have influenced the high values of
genetic differentiation found. Based on our data, it can be concluded that the
subpopulations of E. cordata sampled in the State of Maranhdo present important genetic
differences that deserve attention when proposing measures for the management and
conservation of these populations.

Keywords: Euglossa cordata, Euglossini, Microsatellite, mitochondrial DNA,

Maranhdo’s phytoregions, genetic variability.
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Fig. 1 Mapa do Maranhdao (MA) evidenciando as oito zonas fitogeograficas do estado,
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Fig. 2 Perfil de eletroferograma ilustrando a diploidia de um macho de Euglossa cordata,
para quatro locos de microssatélite (EGC 30A, EGC 18, EGC 24 e EGC 26).

Fig. 3 Agrupamentos Bayesianos formados a partir de K=2 para amostras de Euglossa
cordata de diferentes localidades maranhenses e uma do estado do Para.

Fig.4 Frequéncia de alelos de microssatélites para subpopulacdes de E. cordata de
Alcantara (verde) e Sao Luis (vermelho) em duas localidades em 4reas de transi¢do no
nordeste do Brasil. Observar que as escalas dos eixos y variam nos diferentes gréficos.

Fig. 5 Frequéncia e distribui¢cdo dos diferentes haplétipos encontrados nas subpopulacgdes
de E. cordata. Os padrdes coloridos representam os diferentes haplétipos encontrados nas
populacdes de amostradas, enquanto que os haplétipos em branco correspondem a
elementos privativos de cada populacao.

Fig. 6 Rede de haplétipos Median-Joinning inferida a partir de 601pb do gene
mitocondrial Cit b de 107 individuos distribuidos nos sitios de amostragem, gerado para
os 22 haplétipos amostrados (H1-H22). Os tamanhos dos circulos sdo proporcionais a
frequéncia dos respectivos haplotipos (H). Cada circulo representa um haplétipo, cores
denotam localidades, enquanto as barras de linhas ligadas representa um passo mutacional
e os circulos pretos representam os vetores medianos.
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INTRODUCAO GERAL

Um dos grupos de abelhas mais importantes na manutencdo dos ecossistemas
naturais € o das abelhas Euglossini, que em razdo da interacdo dos machos desta tribo
com membros da familia Orchidaceae, buscando fontes de substancias aromaticas, sao
frequentemente denominadas como “abelhas das orquideas”. Embora denominadas desta
forma, machos e fémeas de Euglossini sdo polinizadoras de vérias familias botanicas
(ZUCCHI; SAKAGAMI; CAMARGO, 1969; DRESSLER, 1982; REBELO, 2001;
ROUBIK; HANSON, 2004), tornando-os organismos vitais nos servicos de poliniza¢do
de plantas em diferentes ambientes.

Quanto as substancias coletadas por estas abelhas, o uso ainda permanece incerto,
porém acredita-se que esteja relacionado com a atividade de corte dos machos deste grupo
(ELTZ et al., 1999). Durante a década de 1960, aconteceram importantes avangos nos
estudos dos Euglossini devido a sintese em laboratério de substincias andlogas as
produzidas pelas orquideas, as quais passaram a ser usadas, de forma artificial, para atrair
machos desta tribo (DODSON et al., 1969). Assim, estas substincias, tornaram-se
ferramentas importantes na mensuragdo de aspectos como: diversidade local, preferéncias
por aromas, longevidade dos machos, fragmentacio e recentemente estudos sobre perda
de diversidade genética (POWELL; POWELL, 1987; RAMIREZ et al., 2002; FARIA et
al., 2008; CERANTOLA et al., 2010), o que possibilitou a realizacio de pesquisas mais
aprofundados em diferentes ambientes.

Apesar de reconhecidas como importantes polinizadores neotropicais, € por vezes
exclusivos de muitas espécies de orquideas, varios estudos realizados nas ultimas décadas
tém apontado as abelhas das orquideas como um grupo sensivel a processos de
interferéncia antropica, a exemplo da fragmentacio florestal (POWELL; POWELL,
1987; MORATO, 1994; BROSI, 2009). Algumas espécies da tribo tém sido reconhecidas
como potencialmente mais sensiveis a perturbagdo antrépica do que outras, se mostrando
mais frequentes ou restritas a ambientes mais preservados (POWELL; POWELL, 1987;
TONHASCA; BLACKMER; ALBUQUERQUE, 2002; SOFIA; SUZUKI, 2004;
PARRA-H; NATES-PARRA, 2007; GIANGARELLI et al., 2009). Em estudo realizado
na Mata Atlantica, Nemésio (2011) relatou a possivel extin¢do local da populagdo de
Euglossa marianae Nemésio, uma espécie endémica de Euglossini que aparentemente

depende de ambientes florestais, mostrando que mesmo o grupo sendo amplamente
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distribuido e diversificado, é insuficiente frente as alteragGes antropicas nos ambientes

naturais.

Ameagas a Biodiversidade

Nos dltimos anos varios estudos tém reportado o declinio de populacdes de
abelhas no mundo todo (BIESMEIJER et al., 2006; POTTS et al., 2010; CAMERON et
al.,, 2011; BARTHOLOMEUS; CALDERS, 2014). Como consequéncia deste fato, os
servicos de polinizagdo nas dreas afetadas acabam sendo comprometidos
(IMPERATRIZ-FONSECA; SARAIVA; DE JONG, 2006), com ameaca da
biodiversidade global dos ecossistemas afetados, uma vez que as abelhas sdo
consideradas o principal grupo de polinizadores da maioria das comunidades vegetais do
planeta (NEFF; SIMPSON, 1997). Dentre as principais causas que t€m sido apontadas
para o declinio mundial de abelhas estdo a perda de cobertura vegetal resultante da acao
antrdpica, uso de inseticidas e outros agentes agrotoxicos, mudancas climdticas e a perda
de diversidade genética das populagdes destes polinizadores (BROWN; PAXTON, 20009;
ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2009; MARTINS; MELO,2010; POTTS et al., 2010a),
ficando estas mais susceptiveis a mudangas ambientais, a exemplo das préprias mudangas
do clima (MARTINS; MELOQO, 2010). Diante deste cenario, Brown e Paxton (2009)
apontam a necessidade de um maior nimero de estudos genéticos de populacdes de
abelhas como uma das acdes que devem ser priorizadas para sustentar futuras estratégias
de conservacgdo deste importante grupo de polinizadores.

Segundo Waldschmidt et al. (2005) a perda de habitat em razdo de sua
fragmentacdo pode reduzir o tamanho das populacdes de abelhas e causar uma
consequente reducdo na variabilidade genética. Sabe-se que populacdes pequenas e
isoladas estdo sujeitas a perdas de variabilidade genéticas, comumente causadas pela
deriva genética e endocruzamento, e que estas perdas, em ultima instidncia, podem
culminar no decréscimo da capacidade adaptativa e eventual extin¢do de tais populacdes
(FERGUSON et al. 1995; FRANKHAM; BALLOUD; BRISCOE, 2008). Dessa forma,
conhecer a estrutura e diversidade genética das populagdes de abelhas é fundamental na
elaboracdo de programas de manejo e conservacio (FRANKHAM; BALLOUD;
BRISCOE, 2008).

Além disto, € importante considerar que as paisagens fragmentadas, resultantes de
acOes antropicas ou da propria caracteristica da vegetacdo regional, incluindo as

influéncias do clima, podem afetar o deslocamento de algumas espécies, limitando o fluxo
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génico. Deste modo, torna-se de grande relevancia as investigacdes relativas ao possivel
efeito da fragmentacdo de habitats na diversidade e estrutura genética nas populacdes
destas espécies. No caso particular de Euglossini, alguns estudos ja demonstram
interferéncias diretas da fragmentacio de habitats no deslocamento de algumas espécies
(POWELL; POWELL, 1987; MILET-PINHEIRO; SCHLINDWEIN 2005;ROSAet al.,
2015), que pode comprometer o fluxo génico, determinando diferentes estruturas
genéticas destas populacdes (ROSA et al., 2015).

Conceitualmente, a diversidade genética € caracterizada por diferencas em muitos
caracteres, incluindo a cor dos olhos, cabelos, pele e as diferencas nas proteinas, enzimas
e sequéncias de DNA dentro das populagdes das espécies (FRANKHAM; BALLOUD:;
BRISCOE, 2008). Assim a manuten¢do da diversidade genética nas populagdes pode

garantir a sobrevivéncia frente a condi¢ao adversas no ambiente.

Caracteristicas da Vegetacdo do Maranhdo

O Maranhdo encontra-se em uma drea de transicdo entre os biomas Amazonia,
Cerrado e Caatinga, o que lhe atribui elevada diversidade geomorfoldgica e ambiental.
Contudo, a expansdo humana nos ambientes maranhenses tem causado intensas
alteracdes em suas paisagens naturais, seja pelo uso em atividades de pastejo,
agroindustrial, mineralogia e madeireira (SEMA, 2011). Estes problemas podem ser
ainda mais graves proximos aos grandes centros urbanos devido ao aumento demogréfico
das populacdes humanas.

Além de formagdes comuns a Amazonia, Cerrado e Caatinga, existem outras
formacgdes bem representativas no estado do Maranh@o. Entre estas, as Matas de Cocais
que cobrem a regido ocidental, se estendendo a leste e distribuindo-se ao longo de um
quarto do territério, com uma composi¢do predominante de palmeiras de babacgu
(Orbignya martiana B.R.), tucum (Bactris setosa Mart.) e carnaiba (Copernicia
ceriferaMart) (BRASIL 1984 citado por REBELO; REGO; ALBUQUERQUE, 2003).
Outra formacdo bastante comum do Maranhdo sdo os Campos Aluviais ou Baixada
Maranhense, no qual a vegetacao € mista com a ocorréncia de inundagdes periddicas nos
campos, havendo espécies vegetais como aguapé (Eichhornia crassipes (Sw.) Kunth),
tripa de vaca (Neptunia plena Benth) e a cebola (Pontederia parviflora Alexander)
(IBANESet al., 2000).

Em razao de tais caracteristicas, o estado mostra-se como uma das areas de maior

diversidade do nordeste brasileiro (DIAS et al., 2009). Assim, é de se esperar que o
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Maranhdo tenha elevada importancia no aspecto ecoldgico, pois esta condi¢do de
transi¢do garante uma enorme sobreposi¢ado e interacdo de elementos faunisticos dos trés
grandes biomas presentes (REBELO 2001), contribuindo para a grande riqueza de
espécies da regido. Neste sentido, o Maranhdo pode ser dividido em oito zonas
fitogeograficas: I - Restingas e dunas; II - Cerrados meridionais; III - Campo aluvial
flivio-marinho (Baixada Maranhense); IV - Zona mista de matas, Cocais e cerrados; V -
Zona mista de matas e cocais; VI - Amazonia maranhense; VII - Zona de cerrado e
caatinga; e VIII - Ilha de Sdo Luis (REBELO et al., 1999; REBELO; SILVA 1999).
Assim, este conjunto de ambientes oferece elevada diversidade floral a importantes
polinizadores como as abelhas, que constituem um grupo relativamente bem conhecido
na por¢io norte do estado, com uma riqueza de 173 espécies (REBELO; REGO;
ALBUQUERQUE, 2003). Contudo, a fauna de abelhas para as demais areas do territorio

maranhense permanece ainda desconhecida do ponto de vista cientifico.

Os Euglossini no Maranhdo

Em um dos estudos pioneiros e de grande importancia para a caracterizagdo da
fauna de Euglossini no estado do Maranhdo, Rebélo e Silva (1999) relataram a ocorréncia
de 44 espécies da tribo, revelando a existéncia de uma fauna bastante rica. A descoberta
posterior, relatando a ocorréncia de Aglae caerulea Lepeletier & Serville, 1825, uma
espécie endémica da bacia amazdnica (MARTINS et al., 2016), torna 0 Maranhao um dos
estados mais ricos quanto a fauna deste grupo de abelhas.

Enquanto a diversidade de espécies de Euglossini encontra-se bem caracterizada
para este estado brasileiro (REBELO; CABRAL,1997; NEVES; VIANA, 1999, 2003;
BRITO; REGO, 2001; SILVA; REBELO,2002; SILVA et al., 2009), nota-se ainda uma
caréncia indiscutivel de estudos que permitam caracterizar a diversidade e estrutura
genética de populagdes destas abelhas distribuidas através dos diferentes ecossistemas
vegetais que compdem o conjunto diverso de formacdes vegetais do Maranhio, e que,
assim como acontece em outros estados brasileiros, encontram-se sob forte pressao
antropica (MENDES et al., 2008; SEMA, 2011; BARRETO; EUPEN; VAN, 2012).

Finalmente, ao se considerar a localizagao impar do Maranhao, o qual se encontra
em uma regido intermedidria entre a zona de transicao dos climas semi-aridos do interior
do Nordeste para os imidos equatoriais da Amazodnia, com formacdes vegetais como
Cerrado, Florestas Estacionais e Florestas Ombréfilas (IBGE, 1997), torna-se

especialmente interessante investigar se, de alguma forma, esta condicao de transicao
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poderia estar afetando a diversidade e estrutura genética de algumas populacdes destas
abelhas.

Neste contexto, estudar a diversidade genética de uma espécie que faca parte das
assembleias de Euglossini presentes nos diferentes ecossistemas, ou tipos de formagdes
vegetais, distribuidos ao longo desta regido de transi¢ao de climas no territério do estado
¢ fundamental para o maior entendimento da estrutura genética das populagdes da espécie
em questao. Neste sentido, Euglossa cordata L. se mostra uma espécie que preenche este

requisito, tendo sido, portanto, objeto de investigacdo do presente estudo.

Conservacdo da Diversidade Genética

Como ja destacado, estudos que buscaram avaliar o efeito da paisagem sobre
populacdes de Euglossini mostraram que algumas espécies podem exibir uma maior
limitacdo que outras em transpor dreas desmatadas ou penetrar a matriz circundante no
entorno de fragmentos florestais (POWELL; POWELL, 1987; MILET-PINHEIRO;
SCHLINDWEIN, 2005), fato este que pode alterar o fluxo génico, e como consequéncia,
a diversidade e estrutura genética das populagdes afetadas.

A andlise da estrutura genética em estudos de conservacdo € também de grande
relevancia. Se a populacdo de uma espécie ameagada, que ocupa uma determinada 4rea,
se apresenta estruturada, entdo a estratégia de conservacdo deve procurar preservar a
diversidade genética da espécie naquela drea, pois ja podem existir adaptacdes locais que
se perderiam no caso da populacdo ser misturada com outras. Por outro lado, se a
populacdo da espécie € homogénea ao longo de toda drea de ocorréncia, é vidvel
concentrar a protecao da espécie em apenas uma drea, usando individuos desta area para
re-colonizacdo das outras, quando necesséirio (SOLE-CAVA; CUNHA 2012).

Além disto, conhecer a estrutura genética de populacdes a partir da anélise do
genoma mitocondrial, ou seja, via marcadores mitocondriais, 0s quais, por suas
caracteristicas, sdo altamente informativos para inferéncias evolutivas em populacdes
isoladas ha longos periodos de tempo (AVISE, 2004), torna-se altamente interessante no
que se refere aos diversos ecossistemas vegetais maranhenses e suas faunas de abelhas.

Nos dltimos anos, tais técnicas tém sido aplicadas com interesse no estudo e em
abordagens voltadas A conservacdo de espécies de Euglossini (CERANTOLA et al., 2011;
FREIRIA et al., 2012; NEMESIO et al., 2012; ROCHA-FILHO et al., 2013; BOFF et al.
2014; PENHA et al., 2015). Embora todos estes estudos tenham sido realizados no Brasil,

o foco deles incluiu populacdes de Euglossini presentes em remanescentes de Mata
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Atlantica das regides sul e sudeste, o que destaca uma caréncia de estudos genéticos para
populacdes de Euglossini distribuidas na regido mais ao norte do pais, onde as ameacgas a
biodiversidade decorrentes de acgdes antropicas, a exemplo do desmatamento, sdo

frequentes e de grande relevancia.
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Diversidade e Estrutura Genética de Euglossa cordata (Linnaeus, 1758)
em Ecossistemas de Transicao no Nordeste do Brasil

Resumo

Neste estudo foram analisadas a diversidade e estrutura genética de Euglossa cordata
com base em marcadores microssatélites e mitocondriais, na tentativa de responder as
seguintes questdes: (I) Como se encontra distribuida hoje a diversidade de populagdes de
Euglossa cordata que habitam as diferentes fitofisionomias do estado do Maranhao, e que
sofrem também um processo acentuado de fragmentacdo por acdo antrdpica? (II) Ha
diferengas na estrutura genética revelada por marcadores nucleares e mitocondriais para
as populacdes de E. cordata distribuidas ao longo da paisagem maranhense? Para as
andlises genéticas foram amostrados machos da espécie estudada em 12 localidades do
estado do Maranh@o e em uma area no estado do Pard. O DNA foi extraido da musculatura
tordcica de 337 amostras e seis loci microssatélites (Egc 18, Egc 24, Egc 26, Egc 30b,
Egc 37, Ann2), enquanto que um segmento de 601pb do gene mitocondrial Cit b foi
sequenciado para 107 individuos. Elevados valores de diferenciacdo genética foram
detectados para a amostra de Sdo Luis, tanto para loci microssatélites quanto para o
DNAmt (mt¢st=0,420, AL x SL; mtdst= 0,392, HC x SL; mtdpst=0,350 AJ x SL).
Alcantara também mostrou estruturacdo significativa em relagdo a algumas amostras
(¢st= 0,20, AL x FN, AL x FN, AL x SL). A andlise Bayesiana apontou a existéncia de
dois grandes grupos para as populacdes de E. cordata, organizados a partir de Alcantara
e Sdo Luis. Embora ndo se tenha constado correlacdo entre diferenciagdo genética e
distancia geografica, padroes incomuns de estruturagdo genética e sem associagdo as
fitorregioes foram revelados, com dreas a 23km de distancia mostrando alta diferenciacao
(Alcantara e Sao Luis) e areas mais distantes, 690km (Belém e Caxias) apresentando
baixa diferenciacdo. Dessa maneira, com base nos dados levantados pode-se inferir que
as subpopulagdes E. cordata apresentam diferencas genéticas importantes que merecem
atencao ao se propor medidas para manejo e conservacado de tais populagdes.

Palavras-chaves: Euglossa cordata/ Euglossini/ Microssatelites/ DNA mitocondrial/

Fitorregidoes do Maranhao/variabilidade genética
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Diversity and Genetic Structure of Fuglossa cordata (Linnaeus, 1758) in a
Transition Ecosystems in the Northeast of Brazil

Abstract

In this study it was analyzed the genetic diversity and structure of Euglossa cordata with
base in markers microssatélites and mitocondriais, in the attempt to answer to the
following subjects: (I) How are distributed the diversity of populations of Euglossa
cordata that inhabit the different fitofisionomias of the State of Maranhdo today, and what
do also suffer an accentuated process of fragmentation for action antrépica? (II) Are there
differences in the genetic structure revealed by markers nuclear and mitocondriais of the
populations of E. cordata distribute through the landscape from Maranhdo? For the
genetic analyzes were sampled males of the species studied in 12 locations in the State of
Maranhdo and in an area in the State of Pard. DNA was extracted of the thoracic
musculature, six loci microssatélites (Egc 18, Egc 24, Egc 26, Egc 30b, Egc 37, Ann2)
for 337 males of E. cordata, while a passage of 601pb of the gene mitocondrial Cit b was
sequence for 107 individuals. High values of genetic differentiation were detected for the
Sao Luis sample, for both microsatellite loci and mtDNA (mtdst=0,420, AL x SL; mtdst=
0,392, HC x SL; mt¢st=0,350 AJ x SL). Alcantara also showed significant structure in
relation to some samples (¢pst= 0,20, AL x FN, AL x FN, AL x SL). The analysis
Bayesiana pointed the existence of two great groups for the populations of E. cordata,
organized starting from Alcantara and Sdo Luis. Although it is not had consisted
correlation between genetic differentiation and geographical distance, uncommon
patterns of genetic structuring and without association the fitofisionomias were revealed,
with areas to 23km of distance showing high differentiation (Alcantara and Sao Luis) and
more distant areas, 690km (Belém and Caxias) presenting low differentiation. Thus,
based on the data collected, it can be inferred that the E. cordata subpopulations present
important genetic differences that deserve attention when proposing measures for the
management and conservation of these populations.

Keywords: Euglossa cordatal Euglossini/ Microsatellite / mitochondrial DNA/

Maranhao’s phyto-regions/ genetic variability/
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Introducao

Frente as constantes ameacas das atividades humanas sobre os habitats terrestres e o
recente relato do declinio de populacdes de abelhas, um niimero cada vez mais expressivo
de estudos tem buscado entender a biologia destes organismos, principalmente devido sua
importante fungdo ecoldgica na polinizacdo de dezenas de familias de plantas nativas e
cultivadas (Zayed et al. 2009; Lozier e Zayed 2016). As abelhas da tribo Euglossini
realizam importantes servicos ecoldgicos na manutencio de florestas imidas da regido
Neotropical e, devido a alta afinidade de algumas espécies por ambientes florestais, o
grupo é considerado bioindicador de qualidade ambiental (Parra-H e Nates-Parra 2007).

O grupo Euglossini € considerado peculiar dentro das abelhas do neotropicais,
possuindo um longo comprimento de lingua, porte médio a grande, e coloragdo metalica
brilhante, ndo passando despercebidas quando encontradas em campo (Dressler 1982;
Ackerman 1983; Hinojosa-Diaz e Engel 2009). As cerca de 250 espécies desta tribo estdao
divididas em cinco géneros, Euglossa Latreille 1802, Eufriesea Cockerell 1908, Eulaema
Lepeletier 1841, Exaerete Hoffmannsegg 1817e Aglae Lepeletier & Servillel1825,
respectivamente em ordem de riqueza (Cameron 2004; Nemésio e Silveira 2007;
Nemésio e Rasmussen 2011; Moure et al. 2012).

Embora as abelhas da tribo Euglossini sejam reconhecidas como insetos dotados
de uma grande capacidade de voo e dispersdo, podendo voar distancias de dezenas de
quildmetros (Janzen 1971; Pokorny et al. 2015), e serem capazes inclusive de transpor
corpos d’agua (Dressler 1982; Wikelski et al. 2010), a perda de diversidade genética em
populacdes de algumas espécies vivendo em ambientes sujeitos a um maior isolamento
geografico j4 foi relatada na literatura. Este € o caso de populacdes de Euglossa cordata
(Linnaeus 1758) de ambientes insulares (Boff et al. 2014). No caso particular desta
espécie, a perda de diversidade genética, evidenciada por tais autores, chega a ser algo
surpreendente. Esta surpresa, em parte, se deve ao fato de E. cordata ser uma espécie
frequente em ambientes perturbados, tais como fragmentos florestais de pequeno
tamanho (Aguiar e Gaglianone 2011; Peruquetti et al. 1999) e areas urbanas (Lopez-Uribe
et al. 2008), exibindo a habilidade de transpor dreas desmatadas (Raw 1989; Tonhasca et
al.2003) e adentrar a matriz ao redor de fragmentos florestais na exploragdo de recursos
(Milet-Pinheiro e Schlindwein 2005). Além disto, de modo distinto aos ambientes
insulares, populacdes de E. cordata de 11 areas urbanas mostraram altos niveis de

diversidade genética, baixa estruturagdo e baixa frequéncia de machos diploides



155
156
157
158
159
160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188

27

(Cerantola et al. 2011). Sabe-se que em abelhas e outros himendpteros haplodipléides,
nos quais a determinacao do sexo envolve um tnico loco com diferentes alelos (slI-CSD,
single locus complementary sex determination), o nimero de machos diploides (2n) pode
aumentar nas populagdes, como resultado da perda da diversidade genética neste loco
(Zayed 2009),

Nos dltimos anos, a comunidade cientifica tem dado maior énfase ao estudo da
biodiversidade molecular para avaliar as condi¢des das populacdes de algumas espécies
de abelhas (Thummajitsakul et al. 2008; Duart et al. 2014; Lozier e Zayed 2016). Dentre
as principais técnicas moleculares utilizadas atualmente estdo os marcadores
microssatélites, conhecidos como sequéncias simples repetidas (SSR, do inglés Single
Sequence Repeats), que tem por caracteristica a presenca de repeticdes de sequéncias
simples nos nimeros de nucleotideos da cadeia de DNA, que podem variar de 1 a 6 pares
de bases. Estes marcadores moleculares constituem locos genéticos muito varidveis,
frequentemente multialélicos e com fenétipo molecular codominante (Oliveira 2006). Os
microssatélites estdo entre os marcadores que apresentam maior facilidade na detec¢do
de polimorfismo na molécula de DNA (Ferreira e Grattapaglia 1998), o que torna a anélise
de tais loci bastante util e informativa em estudos de genética de populacdes naturais
(Avise 2004).

Outra técnica amplamente usada € a de marcadores mitocondriais, a qual também
tem grande relevancia em abordagens filogeograficas (Avise 2004). Nos Euglossini,
machos e fémeas apresentam distingdo no comportamento de dispersdo. Enquanto os
machos desta tribo tendem a transpor grandes areas de floresta em busca de compostos
arométicos, as fémeas tém sua dispersao limitada ao raio do local de funda¢do do ninho
(Janzen 1975). Em estudos da comunidade de Euglossini, a principal metodologia
aplicada € a atracdo de machos com uso de iscas odores (Justino € Augusto 2010; Nemésio
2012), a qual tem maior eficidcia quando comparada ao uso de ninhos armadinhas no
estudo da biologia das espécies de fémeas desta tribo. Dessa maneira, em anélises de
marcadores mitocondriais, realizadas a partir de machos amostrados em iscas odoriferas,
€ possivel se obter alguma informagdo, mesmo que indireta, sobre o efeito de tal
comportamento das fémeas na diversidade e estrutura genética em populacdes destas
abelhas (Penha et al. 2015).

Nos ultimos anos, tais técnicas tém sido aplicadas em conjunto em abordagens
voltadas a conservagdo de espécies de Euglossini em remanescentes de Mata Atlantica

das regides sul e sudeste do pais (Cerantola et al. 2011; Freiria et al. 2012; Rocha-Filho
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et al. 2013; Boff et al. 2014; Penha et al.2015; Rosa et al. 2015). Contudo, ainda € pouco
conhecida a estrutura genética das populacdes de Euglossini nas dreas mais préximos a
Floresta Amazonica, regido que é o centro de origem do grupo (Roubik e Hanson 2004)
e considerada uma das regides de maior riqueza de espécies desta tribo de abelhas
(Dressler 1982).

Dentro do estado do Maranhdo, regido nordeste do Brasil, a Floresta Amazonica
possui 24,46% do territério, o que corresponde a pouco mais de 81 mil km? (Martins e
Oliveira 2011). Além deste ecossistema, o Maranhdo abriga uma heterogeneidade de
ambientes que incluem dreas de contatos, a oeste, da Amazonia com o Cerrado, campos
alagados na regido da Baixada Maranhense, ao norte, o encontro do Cerrado com a
Restinga, e a leste, do Cerrado com a Caatinga (Cordeiro et al. 2006). No que se refere a
estudos genéticos envolvendo a diversidade e estrutura genética em populagdes de
Euglossini, este cendrio heterogéneo torna-se particularmente interessante, uma vez que
permite andlises de populagdes que, além de estarem sujeitas as condi¢des de ameacas
antropicas que resultaram na fragmentacdo da paisagem natural, estdo ainda sujeitas ao
ambiente de transi¢do que ocupa as vdrias regides deste estado brasileiro. Contudo, para
tal finalidade, € necessario analisar populagdes de uma espécie que esteja presente nas
diferentes fitofisionomias que ocorrem no Maranhdo. Assim, Euglossa cordata L. foi
escolhida como uma espécie modelo de estudo, por ser encontrada em praticamente todos
os ecossistemas do estado (Rebélo e Silva 1999), apresentando também ampla
distribuicao no territdrio brasileiro (Moure et al. 2012).

Portanto, o presente estudo consiste em um primeiro esfor¢o de tentar responder
as seguintes questdes: I) Como se encontra hoje distribuida a diversidade de populacoes
de E. cordata que habitam as diferentes fitofisionomias do estado do Maranhdo, e que
sofrem também um processo acentuado de fragmentagcdo por acdo antropica? 1I) H4
diferencas na estrutura genética revelada por marcadores nucleares e mitocondriais para

as populacdes de E. cordata distribuidas ao longo da paisagem maranhense?
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Materiais e Métodos
Areas de Estudo

Os exemplares de E. cordata foram capturados em oito fitorregides distintas do
Maranhdo (Fig. 1): (1) Campo Aluvial Flivio-Marinho (Baixada Maranhense) (CA),
cidade de Anajatuba (3°16'32.46"S, 44°37'9.75"W), regido conhecida como pantanal
maranhense, pois na época das chuvas, ocorrem o extravasamento dos grandes rios
inundando os campos, que permanecem alagados em parte do ano, estando inserida em
uma Area de Protecdo Ambiental (APA) do Estado do Maranhio; (2) Cerrado e Caatinga
(CC), cidades de Coelho Neto (4°29°03.35”’S, 43°09°04.09W) e Magalhaes de Almeida
(3°38°26.78’S, 42°21°68.54”W), zona de contato da Savana com a Caatinga nordestina;
(3) Cerrado Meridional (CM), na cidade de Formosa da Serra Negra (6°37'56,29"S, 45°53'
4,25"W), dentro do dominio que constitui o maior bioma do Maranhdo, ocupando a
porcao leste e sul do estado; (4) Florestas Perenifdlias Abertas (FA), cidades de Alcantara
(2°40°29.617’S, 44°40°79.16”W) e Cururupu (1°56"27"S, 44°54'42"W), que correspondem
a dreas de transi¢do de mata e campo aluvial flivio-marinho; (5) Floresta Aberta com
Babacgu (FB), cidade Bacabal (4°09°00.74”S, 44°80°84.91”W), localizada na regido
centro-oriental dominada por babacguais (Orbignya martiana B.R.), circundada por outras
palmeiras, como o tucum (Bactris setosa Mart.); (6) Floresta Aberta com Babacu e
Cerrado (FBC), cidades de Caxias (4°93°25.36”S, 43°34°14.14W) e Vargem Grande
(3°54°56.48”S, 43°87°09.94W), parte da zona de contato entre areas de trés ecossistemas:
Cerrado, Mata de Cocais e Floresta Secundaria; (7) Floresta Perenifélia Densa (FD),
cidade de Carutapera (1°14'52.69"S, 46°0'36.07"W), com a formacao mais exuberante do
estado, onde ocorrem espécies arboreas que podem atingir até 50m, destacando a
seringueira (Hevea brasiliensis) e a andiroba (Carapa guianensis; (8) Restinga (R), na
cidade de Humberto de Campos (2°35'19.98"S, 43°26'6.04"W), por¢do norte do estado
(Cordeiro 2006; IBGE, 1997). (9) Foram incluidos ainda dois pontos em dreas urbanas
(UR), no municipio de Sado Luis (2°54°14.36”S, 44°25°28.88W) capital do Maranhdo e
também Bélem (1°44°96.04”S, 48°43°74.05”W), capital do estado do Parg,
especificamente na sede da Universidade Federal do Pard (UFPA), este sitio em 4rea
urbana foi utilizado para verificar a distancia genética entre os grupos do Maranhdo e do

Para.
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N U5 Restinga, Dunas, Mangue e Cerrado

48°0'W 43°0'W
Fig. 1 Mapa do Maranhdao (MA) evidenciando as oito zonas fitogeogréficas do estado,
assim como os respectivos municipios de coleta dos machos de Euglossa cordata: AL —
Alcantara; AJ — Anajatuba; BC — Bacabal; CA — Carutapera; CX — Caxias; CN - Coelho
Neto; CP — Cururupu; FN — Formosa de Serra Negra; HC — Humberto de Campos; MG
— Magalhies de Almeida e VG — Vargem Grande (Adaptado de Rebélo e Silva 1999).

Em cada fitorregido foram consideradas uma a duas dreas geogréificas, em
distancias que variaram de 23,5 km a 728 km entre si, totalizando 13 dreas onde foram
estabelecidos os pontos de coletas. Em cada drea foram obtidos pelo menos 20 exemplares

de E. cordata, necessdrios para o estudo comparativo.

Captura das Abelhas

A captura das abelhas ocorreu durante trés dias consecutivos em cada localidade,
segundo metodologia proposta por Nemésio (2010), a qual defende que a realizacio de
intensas amostragens com duracao total de até 30h de atividade por sitio de estudo, podem
garantir o reconhecimento de parte significativa da comunidade de Euglossini em uma
area. Desta maneira, foram dispendidos aproximadamente 30h de amostragem para cada
uma das 13 localidades amostradas no estudo.

Para a captura dos exemplares foram usadas as substincias aromaticas: acetato de
benzila, benzoato de benzila, eucaliptol, eugenol, salicilato de metila e vanilina, ja

utilizadas em outros estudos (Rebélo e Cabral 1997; Rebélo e Silva 1999; Silva e Rebélo
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2002; Carvalho et al. 2006; Mendes et al. 2008; Silva et al. 2009), com o acréscimo ainda
de cinamato de metila e beta-iononna, que nunca tinham sido utilizadas no estado.

As amostragens ocorreram no periodo de 7h as 17h, sendo as substancias
aromdticas colocadas em chumacos de papel absorventes amarrados nas ramagens das
arvores em local sombreado, dispostas a aproximadamente 1,5 m do solo e distantes cerca
de 3m uma das outras (Sofia e Suzuki 2004). As abelhas eram capturadas com rede
entomoldgica, armazenadas em tubos plasticos individuais e acondicionadas em freezer -
20°C. Foram também disponibilizados trés conjuntos de armadilhas de garrafas PET
contendo chumaco de algoddo embebido com esséncia com cada uma das substancias
aromdticas. As armadilhas continham trés orificios equidistantes onde eram colocados
trés gargalos invertidos para facilitar a entrada dos machos de Euglossini, de acordo com

as modificagdes propostas por Campos et al. (1989).

Extracdo de DNA

A extragdo do DNA seguiu o protocolo de Freiria et al. (2012), com modificagoes.
Para a extracdo de DNA, foi retirado a musculatura tordcica dos individuos capturados
com auxilio de uma pinca. Foi utilizado 400 pl de tampao de extracao (Tris-HCI 500 mM,
EDTA 20 mM, NaCl 10 mm pH 8,0 e 1% de SDS) por amostra, sendo o material
dilacerado com o uso de uma tesoura pequena; ao final deste processo, foi adicionado 5
ul de proteinase K (100pg /ml) a cada amostra e em seguida o material foi incubado a
64°C durante cerca de 4h. Em seguida, as amostras foram submetidas a trés etapas de
lavagens: fenol (1:1;v:v), fenol/cloroférmio/dlcool isoamilico (25:24:1;v:viv) e
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1;v:v) e centrifugadas a 12.074,4g a 10 min a cada
etapa. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi precipitado duas vezes, usando dlcool
absoluto, a uma temperatura de -20°C, e NaCl 3M, seguido de centrifugacdo a 12.074,4¢
por 15min. Posteriormente, 0 DNA (pellet) foi ressuspendido em 40 ul de tampao TE
(Tris 10mM, EDTA 1mM pH 8.0), de acordo com Sofia et al. (2005). A concentracao das
amostras de DNA foi obtida emespectrofotometro NanoDrop 1000 (Life Technologies,
Wilmington, DE) e o material foi diluido para uma concentracdo padrdo de 20ng/uL,

utilizada para as reacOes de microssatélites.

Marcadores Moleculares
Para a andlise de microssatélites foram utilizados seis pares de primers, dos quais,

cinco foram desenvolvidos para E. cordata (Egc 18, Egc 24, Egc 26, Egc 30b, Egc 37),
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de acordo com designacdo de Souza et al. (2007), e um sexto par de primers (Ann2)
descrito para Euglossa annectans Dressler, por Paxton et al. (2009). As reagdes de PCR
(Reacao em Cadeia da Polimerase) foram conduzidas em um volume final de 10 pL,
contendo 1x GoTaq Green Master Mix (Promega, Madison, Wisconsin, USA), 2,3uL.
dgua ultrapura, SuL do Mastar Mix, 0,2uL glicerol, 0,125 puL. de primer Reverse, 0,125
uM de primer Forward, 0,25 pL de primers M13, os quais foram marcados com as
fluorescéncia FAM, HEX, NED e PET, e 2ulL da amostras de DNA.

As amplificacdes foram conduzidas em termociclador PCT-100 Peltier Thermal
Cycler MJ, utilizando as seguinte programacao para as reacoes de PCR: 94 °C/ 5 min, 94
°C/30 s, 54°C (Egc 30b/FAM e Egc 37/NED), 57°C (Egc 18/HEX e Egc 24/NED) e 58°C
(Egc 26/PET) /Imin e 72 °C/ 1 min (10 ciclos) e ainda 89 °C/30 s, 54°C e58°C/ 1 min e
72 °C/ 1 min (25 ciclos), seguidos de uma extensdo final de 72 °C/ 30 min. As
genotipagens dos fragmentos foram realizadas em sequenciador automadtico, modelo
Applied Biosystems® 3500 xLL Genetic Analyzer, na Universidade Estadual de Londrina.

As andlises mitocondriais seguiram o protocolo de Penha et al. (2015). Os primers
EIOP F1 e AMBI16 (Arias et al. 2008) foram utilizados para amplificar um segmento de
cerca de 800 pb do gene mitocondrial Cit b. As reagdes de PCR foram conduzidas em um
volume final de 20uL, incluindo 10 ng de DNA, tampao 1x, 3 mM de MgCla, 0,5 uM de
cada primer, 200uM de ANTP e 1U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As
amplificacOes foram feitas em termocicladores (modelo MultiGene OptiMax Thermal
Cycler), de acordo com o seguinte protocolo: uma desnaturagdo inicial a 94°C por 4
minutos, seguida por 40 ciclos, incluindo uma etapa de desnaturacdo a 94°C por 30
segundos, uma etapa de hibridacdo dos primers a 48°C por 30 segundos € uma etapa de
extensdo a 72°C por 2 minutos € uma extensdao final a 72°C por 10 minutos. Para
checagem da amplificagdo dos produtos da PCR, estes foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e visualizados em transiluminador
de luz ultravioleta.

Ap6s a verificacdo da eficiéncia das PCRs, as amostras foram purificadas com a
enzima Illustra ExoStar PCR (GE® Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante, e
submetidas a reacdo de sequenciamento utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1
(Applied Biosystems®). Posteriormente, os produtos da reagdo de sequenciamento foram
purificados e precipitados com dlcool e EDTA, sendo ressuspendidos em 10 pL de
Formamida Hi-Di (Applied Biosystems®) antes de serem conduzidos ao sequenciador

automético, modelo Applied Biosystems® 3500 xL. Genetic Analyzer.
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Andlise dos dados
Marcadores Microssatélite

Por uma questao de padronizagdo e levando-se em consideragdo que outros
estudos genéticos com E. cordata revelaram auséncia ou baixa diferenciacdo genética
entre diferentes amostras desta espécie (Cerantola et al. 2011; Boff et al. 2014|), no
presente estudo optou-se por utilizar, ao longo do texto, o termo subpopulagdes (ou
amostras) ao invés de “populagdes”, tanto para a andlise de microssatélites quanto para o
estudo de haplétipos mitocondriais.

Os dados gerados no sequenciador automético foram visualizados e analisados no
software GeneMarker v.2.2.0 (Softgenetics, State College, PA). A partir dos dados de
marcadores microssatélites, o software computacional GenAIEX 6.5 (Peakall e Smouse
2012) foi utilizado para calcular a frequéncia dos alelos nas diferentes subpopulagdes e
obter varias estimativas de diversidade, incluindo a quantidade de alelos (A), a média de
alelos por populacao (Na), a heterozigosidade média esperada (He). No caso da riqueza
alélica (Ra) e de alelos privados (Ap), estes foram obtidos a partir de um método de
rarefacdo, aplicado para a corre¢do de diferengas nos tamanhos amostrais por meio do
software HP-RARE (Kalinowski 2005).

Para a comparacdo entre a diversidade genética entre as 13 amostras de E. cordata,
as estimativas de heterozigozidade média esperada (He), gerada pelo GenAIEX 6.5
(Peakall e Smouse 2012), foram submetidas a uma ANOVA-one-way com uso do
software R (R Development Core Team, 2015), segundo metodologia proposta por Penha
et al. (2015).

O software Arlequin foi utilizado na Andlise de Variancia Molecular (AMOVA),
que estima a divisdo ou particdo da variacdo genética entre as subpopulagdes. Este
programa também foi usado na obtencdo dos valores global e para a par de ¢st, que
fornece uma estimativa da diferenciagdo genética entre as amostras avaliadas.

Também, para a determina¢do da estrutura genética dos grupos amostrados, a
andlise de agrupamentos Bayesianos foi conduzida para dados de microssatélites
empregando o software Structure Harvester v.0.6.7 (Earl e Von Holdt 2012). Os valores
de log-likelihood para os dados condicionais em K, In Pr (X/K) (Pritchard et al. 2000) e
os valores da estatistica 4K ad hoc (Evanno et al. 2005) foram usados para inferir o
numero mais provavel de agrupamentos (K) empregando o Structure. O programa
determina se os grupos estdao ou nao estruturados em K populacdes. Seguindo orientacdes

de Evanno et al. (2005), cada valor de K foi replicado 20 vezes, com 10.000 interacdes
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no burn-in e 100.000 para a Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC) (Evanno et al.
2005). Estimativas da distribui¢do posterior das amostragens foram conduzidas utilizando
o modelo admixture e frequéncias alélicas correlacionadas entre ‘populacdes’. O modelo
admixture assume que individuos podem ter ancestralidade mista com contribuicdes
genotipicas de diferentes populagdes (Pritchard et al. 2000).

Para verificar a existéncia de possiveis correlacdes entre log da distancia
geograficas em quilometros e os valores de distancia genética ¢st, utilizou-se o teste de
Mantel com 1000 permutagdes por meio do software R (R Development Core Team,

2015).

Marcadores Mitocondriais

As sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas com auxilio do software MEGA
6.0 (Tamura et al. 2013). Posteriormente, o programa DnaSP v.5 (Librado et al. 2009) foi
utilizado para fornecer o numero e frequéncia relativa de haplétipos, diversidade
haplotipica (hd) e nucleotidica (7). O programa SPADS (Dellicour e Mardulyn 2014) foi
utilizado para testar o melhor esquema de particio dos pontos amostrais em grupos
através da andlise espacial de varidncia molecular (SAMOVA, Dunpalop 2002), a qual
considera a distribui¢do geografica dos pontos juntamente aos dados moleculares. Em
seguida o melhor esquema de particao foi utilizado para a execu¢cdo da AMOV A realizado
pelo programa Arlequin versdo 3.1 (Excoffier et al. 2005), do mesmo modo como foi
realizado para os dados de microssatélite. Ainda com o programa Arlequin, foram geradas
estimativas de estruturacdo genéticas entre pares de populacdes, as quais podem ser
usadas como estimativa da distancia genética entre as mesmas (Excoffier et al. 2005).
Para medir o nivel de significincia desta estimativa, foi assumido um valor de a =5%
(p<0,05).

Nas analises com ambos marcadores, nucleares e mitocondriais, o nivel de
estruturagdo populacional atribuido ao estimador mtQst (ou (st para microssatélites)
baseou-se na escala proposta por Wright (1951), com as seguintes classes: <0,05; 0,051-
0,15; 0,151-0,25; e >0,25; indicando, respectivamente, estruturacdo baixa, moderada,
alta, e muito alta. Além disto, a estrutura genética para microssatélites também foi
estimada a partir do indice Djos: (Jost 2008), calculado no software SMOGD 1.2.5
(Crawford 2010).
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Por fim, para avaliar a relagdo evolutiva entre os haplétipos mitocondriais, o
programa PopArt v 1.2 (Cori et al. 2014) foi utilizado para a constru¢do de uma rede de

relacionamento de haplétipos por meio do algoritmo Median-Joining.

Resultados
Microssatélites

A andlise dos seis loci microssatélites utilizados revelou uma alta diversidade
alélica, totalizando 100 alelos distintos, para o conjunto amostrado de subpopulacdes de
E. cordata. O nimero de alelo por loco variou de 12 (Egc 24) a 35 (Egc 30b) (Apéndice
— Tabela 1S). Considerando-se as estimativas de heterozigosidade média esperada os
valores variaram de 0,620 (Alcantara) a 0,816 (Vargem Grande) (Tabela 1).

De forma geral, ndo foram constatadas diferencas significativas quanto a
diversidade genética entre as fitorregides analisadas (ANOVA, F=0,653, df=12, p>0,05),
com os valores de heterozigosidade média mostrando-se muito préximos e variando entre
0,620 a 0,816, para as fitorregioes Floresta Perenif6lia Aberta e zona de transi¢ao Floresta
Aberta com Babagu e Cerrado, respectivamente.

A riqueza alélica e nimero médio de alelos para todos os locos analisados foram
maiores para as amostras de E. cordata de Sao Luis (Ra= 9,35; Na=9), Bacabal (RA=
8,53; Na= 11), Anajatuba (RA=8,53; Na= 10,66) e Vargem Grande (Ra= 8,28;
Na=10,83). J4 as maiores estimativas de alelos privados foram encontradas para as

localidade de Vargem Grande (Ap= 1,38) e Carutapera (Ap= 1,22) (Tabela 1).
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431  Tabela 1 Diversidade genética estimada para as 13 amostras de Euglossa cordata, amostradas em 12 localidades do estado do Maranhdo (MA) e
432 uma no estado do Pard (PA). N = nimero de machos analisados; He = heterozigosidade média esperada; A= quantidade de alelos; Na = média de
433  alelos por populacdo; Ra = riqueza alélica; Ap = riqueza de alelos privados; s.e. = erro padrao.

434 Fitorregiao Populacoes N He (s.e.) A Na (s.e.) Ra (s.e.) Ap (s.e.)
Campo Aluvial Flivio-Marinho Anajatuba (AJ) 26 0,792 (0,04) 62 10,66 (1,82) 8,53 (1,62) 1,05(0,8)
Floresta Perenifélia Aberta Alcantara (AL) 23 0,620 (0,1) 35 6,16 (1,22) 5,64 (1,39) 0,07 (0,29)

Cururupu (CP) 31 0,810(0.05 59 10,16(1,92) 8,08 (1,58) 0,42 (0,51)
Floresta Aberta com Babagu Bacabal (BC) 30 0,754 (0,1) 61 11 (2,06) 8,53 (1,68) 0,68 (0,55)
Floresta Perenifélia Densa Carutapera (CA) 25 0,804 (0,05) 59 10,33 (1,85) 8,28 (1,56) 1,22 (0,94)
Cerrado e Caatinga Coelho Neto (CN) 20 0,790 (0,05) 55 9,16(1,44) 7,99 (1,55) 0,43 (0,62)
Magalhaes de Almeida (MG) 23 0,792 (0,05) 49 8,66 (1,56) 7,63 (1,59) 0,22 (0,48)
Floresta Aberta com Babagu e Cerrado Caxias (CX) 26 0,770 (0,05) 46  8,5(1,83) 6,94 (1,62) 0,10 (0,34)
Vargem Grande (VG) 31 0,816(0,02) 62 10,83(1,04) 8,28 (1,05) 1,38 (1,07)
Cerrado Meridional Formosa da Serra Negra (FN) 30 0,756 (0,08) 60 10,16 (1,77) 7,68 (1,47) 0,86 (0,86)
Restinga Humberto de Campos (HC) 24 0,772 (0,05) 47 8,5(1,94) 7,17 (1,67) 0,36 (0,67)
Sao Luis (SL) 24 0,794 (0,07) 61 9,66 (1,66) 9,35 (1,58) 0,79 (0,55)

Area Urbana

Belém (BL) 24 0,750 (0,05) 48 8,33 (1,83) 6,96 (1,64) 0,42 (0,64)
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Durante o estudo foram encontrados 14 machos diploides em cinco das
localidades estudadas CP (n=2), HC (n=2), MG (n=3), VG (n=1), SL (n=6),
correspondendo a 4,15% dos individuos capturados. O maior nimero de individuos
diploides foi encontrado na drea urbana de Sao Luis, os quais corresponderam a 25% do
total de machos capturados nesta ilha. A Fig. 2 ilustra os padrdes encontrados para quatro

locos microssatélites, que revelam a diploidia para um macho de E. cordata.
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Fig. 2 Perfil de eletroferograma ilustrando a diploidia de um macho de Euglossa cordata,
para quatro locos de microssatélite (EGC 30A, EGC 18, EGC 24 e EGC 26).

Para as amostras de E. cordata capturadas nas diferentes localidades, a andlise de
variancia molecular (AMOVA) revelou que a maior parte da variagdo genética se
encontra dentro das subpopulacdes (92,75%) estudadas, enquanto a variacdo entre

subpopulagdes representou uma menor propor¢ao (7,25%) (Tabela 2).

Tabela 2 Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) das amostras (ou subpopulagdes)
de Euglossa cordata das 13 localidades de estudo.

Fonte gl. Somados Componente Porcentagem (st
de variacao quadrados de variacdo  de variacao
Entre as subpopulacdes 12 118,296 0,15267 7,25 0,0725
Dentro das subpopulacdes 661 1291,676 1,95412 92,75
Total 673 1409,972 2,10679

*(p<0,001)
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453 O valor global detectado de ¢st foi de 0,0725, indicando uma moderada
454  diferenciacdo genética entre o conjunto de subpopulacdes estudadas. No caso das
455  comparacdes entre os pares de subpopulacdes, as andlises revelaram que das 78
456  combinacdes de comparagdes efetuadas, em 58 pares de amostras foram detectados
457  valores de ¢st significativamente diferentes de zero, indicando, portanto, algum nivel de
458  estruturacdo genética entre as subpopulacdes estudadas. Os valores de ¢st variaram de
459 0,03 (pares: CP x PA; CP x SL; FN x SL) a 0,20 (pares: BC x AL; FN x AL; SL x AL)
460 (Tabela 3).

461

462  Tabela 3 Estimativas de diferenciacio genética Dj,s (diagonal superior) e ¢st (diagonal
463  inferior) para os dados de microssatélites obtidos entre as subpopulacdes de Euglossa
464  cordata de oito ecossistemas distintos do Maranh@o e uma no estado do Para Localidades
465  com coloracdes similares estdo presentes na mesma fitorregidao. De cor cinza, os valores
466  significativos de diferenciacdo mais elevados para os dois estimadores, enquanto 0s
467  valores em negrito sdo valores nao significativos.

FITORREGIOES

cC CM FA FBC R
CN MG | PN | AL | cp

-- 0,20 0,29* 0,38* 0,11* 0,15* 0453* 0,12% 0,25* 0,21* 0,28* 0,21* 0,34*

CN | 007  — 010 009% 031* 003 013 007 o0 004 001 006 011
MG | 0,09% 003 -~  0,17¢ 043* 002 041* 0,04 022% 033*% 0,13% 0,20% 0,01
FN |o0,12% 005% 0,06% -  046% 0,09% 0,55% 009% 0,19% 0,40% 007* 0,05 0,09%
AL | 0,06% 0,14% 0,17% 020% -  024% 047% 029% 034% 027% 043* 026% 0,57+
CP | 006* 002 002 004t 0,10+ — 038 000 0,13* 022% 0,03 005 0,08*
io,m* 0,06% 0,12% 0,17 0,20% 0,11%*  —  041* 0,11* 008* 026% 043% 041%
cx |005 0,04 003 004* 013% 0,01 0,13* —  0,15% 025% 004 007% 0,10%
VG |007* 001 006% 0,07+ 0,13* 004* 005% 0,05% -  009% 0,05 0,12% 0,18*
0,07% 0,03 0,08* 0,12% 0,13* 006% 0,04* 008% 004 -  024% 020% 033*

HC |0,09% 002 005% 0,04% 0,18% 003 009% 003 0,02 007* -- 005 0,01
0,08* 0,03 007 0,04 0,113*% 003* 0,14% 004* 005% 007% 0,04 -  0,13*

0,09* 0,03 0,02 0,03* 0,20%* 0,03* 0,11* 0,04 043* 0,08 0,02 0,05* --

468  Nivel de significincia: *p <0,05
469

470 Quanto aos valores de diferenciacao genética obtidos para o estimador Djos, O

471  valor global foi de 0,207 (p < 0,001). Nas 78 comparacgdes entre os pares de amostras,
472  apenas 17 ndo mostraram diferencas significativas. Como esperado, pelas caracteristicas
473  inerentes a este estimador quando comparado ao ¢st, na maior parte dos casos os valores
474  de Dj,s foram superiores aos de ¢st. Os valores obtidos variaram de 0,07 (pares: FN x

475 HC; CX x PA) a 0,57 (BC x SL). Valores expressivamente elevados de Dj,s foram
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também encontrados entre os seguintes pares de amostras: BC x FN (0,55), AL x FN
(0,46), e Djos:= 0,43 para os pares AL x HC, AL x MG e BC x PA (Tabela 3).

No caso destes dois estimadores de diferenciacdo genética, ndo foi constatada
correlacdo significativa entre o log da distancia geografica com qualquer um destes (¢sr,
r= 0,212, p>0,05; Djos, r= 0,2785, p>0,05), o que mostra que outros fatores além da
distancia geografica podem ter influenciado na diferenciacdo genética entre as
subpopulagdes. Uma significativa e forte correlacio positiva foi encontrada entre estes
dois estimadores de diferenciacdo genética (rs= 0,947; p < 0,005), demostrando que
ambos sdo eficientes na detec¢@o de diferenciac@o genética entre populagdes.

As andlises de agrupamentos Bayesianos, aplicadas para os dados de
microssatélites, indicaram a partir de In Pr (X/K) e delta K (4K) que o valor mais provavel

de K (nimero de agrupamentos) foi K =2 (Fig. 3).

1.00
0.80
0.60
0.40
020

0.00

Al AL BC CA CN CP (X HC FIN MG PA SL VG
Fig. 3 Agrupamentos Bayesianos formados a partir de K=2 para amostras de Euglossa

cordata de diferentes localidades maranhenses e uma do estado do Par4.

A representagdo grafica de K=2 (Figura 4) mostrou uma distribui¢c@o heterogénea
das ancestralidades, porém, algumas amostras mostram uma estruturacdo mais bem
definida. Desta forma, merecem destaque as amostras de Alcantara (AL, em verde) e S@o
Luis (SL, em vermelho) pelas diferencas apresentadas entre si. Tais resultados
corroboram fortemente os obtidos pelos estimadores ¢ste Djos;, que revelaram acentuada
estruturacdo genética entre estas duas amostras (AL x SL: ¢st=0,20 e Dj»s=0,57).

Na Fig. 4 sdo representadas as frequéncias alélicas nas amostras de AL e SL para
os seis locos microssatélites analisados. Nota-se claramente que as frequéncias de alguns
alelos diferiram conspicuamente em alguns locos, a exemplo do Egc 18 (alelos 1 e 3) e

Egc 26 (alelo 10).
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Fig. 4 Frequéncia de alelos de microssatélites para subpopulacdes de E. cordata de
Alcantara (verde) e Sao Luis (vermelho) em duas localidades em &reas de transi¢do no
nordeste do Brasil. Observar que as escalas dos eixos y variam nos diferentes graficos.

DNAmt

A amplificacdo e sequenciamento do segmento do gene mitocondrial Cit b
resultou em 107 sequéncias de 601pb com 21 sitios varidveis, dos quais dois foram
singletons e 19 foram parcimoniamente informativos (16 bialélicos e trés trialélicos).
Estes sitios resultaram em 21 haplétipos, dos quais o haplétipo H1 foi o mais frequente
(46,7%), presente em todos os pontos amostrados. Ja os dados de diversidade genética
variaram entre 0,417 (AL e VG) e 0,952 (PA) para as medidas de diversidade haplotipica
(Hd), e 0,0001 (VG) e 0,0820 (FN) para as medidas de diversidade nucleotidica (). Os
dados de diversidade genética encontrados para cada drea amostrada estdao discriminados

na Tabela 4
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Tabela 4 Indices de diversidade genética baseados em 601 pb do gene mitocondrial Cit b
proveniente de 107 individuos de Euglossa cordata amostrados em 12 localidades do
estado do Maranhdo (MA) e uma no estado do Parda (PA). N = ndmero de machos
analisados; S = nimero de sitios segregantes; Nh = Numero de haplétipos; Hd = diversidade
haplotipica; 7= diversidade nucleotidica; dp = desvio padrao.

Localidade N S Nh Hd (dp)
Al 6 2 3 0,600 (0,046) 0,0014
AL 9 3 3 0,417 (0,002) 0,0011
BC 11 3 5 0,709 (0,002) 0,0019
CA 8 2 3 0,679 (0,014) 0,0014
CN 7 6 3 0,524 (0,209) 0,0032
CP 9 14 5 0,722 (0,025) 0,0063
CcX 7 3 4 0,810 (0,016) 0,0022
HC 8 1 2 0,571 (0,008) 0,0010
FN 7 13 5 0,905 (0,010) 0,0082
MG 11 5 7 0,909 (0,004) 0,0033
PA 7 4 6 0,952 (0,090) 0,0030
SL 8 5 5 0,857 (0,011) 0,0031
VG 9 3 3 0,417 (0,036) 0,0001

Média/total 8,231/107 4,923 /3,89 22 0,714 (0,001) 0,0032

A frequéncia dos haplétipos (Fig. 5) ao longo da édrea estudada apresenta
diminui¢do na frequéncia do haplétipo H1 ao longo da paisagem a medida que se afasta
do centro do estado, com exce¢do dos pontos SL e MG que demonstram uma quebra deste
padrao. No caso do haplotipo H3 que foi o segundo mais frequente, estes niao foi
encontrado nas amostras de E. cordata do litoraneas AL, CP, SL e na direcdo leste do

estado CN e VG.
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Fig. 5 Frequéncia e distribui¢dao dos diferentes haplétipos encontrados nas subpopulagdes de E. cordata. Os padrdes coloridos representam os
diferentes haplétipos encontrados nas populacdes de amostradas, enquanto que os hapldtipos em branco correspondem a elementos privativos de
cada populagdo.
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A rede de relacionamento de hapldtipos exibiu uma mistura entre uma
configuracdo caracteristica de estrela com regides mais complexas, onde vetores médios
se intercalam com haplétipos amostrados por apenas um passo mutacional. A rede
também indica o haplétipo H3 como central, embora H1 seja o mais frequente e também

bem relacionado com muitos outros haplétipos por apenas um passo mutacional (Fig. 6).

o H 14

samples
@ AJ
H13 O AL
O BC
@ CA
Hi OCN
@ CP
O CX
@ HC
@ FN
@ MG
@BL
@sL
OVG

Fig. 6 Rede de haplétipos Median-Joinning inferida a partir de 601pb do gene
mitocondrial Cit b de 107 individuos distribuidos nos sitios de amostragem, gerado para
os 22 haplotipos amostrados (H1-H22). Os tamanhos dos circulos sdo proporcionais a
frequéncia dos respectivos haplétipos (H). Cada circulo representa um haplétipo, cores
denotam localidades, enquanto as barras de linhas ligadas representa um passo mutacional
e os circulos pretos representam os vetores medianos.

Na Tabela 5 sdo apresentadas as distancias em quilometro e estimativas de
diferenciagdo genética obtidas a partir da analise do segmento sequenciado do gene Cit b
para os pares de 13 subpopulacdes estudadas. Assim como para os marcadores
microssatélites, os valores de mtdst nas comparagdes envolvendo individuos do ponto SL
apresentaram-se significativos para todas as comparacdes, seguido pelo ponto AL que

apresentou estruturacdo significativa em relagao aos pontos (FN, PA e VG).



557  Tabela S Distancia em quilometros e valores de mtd)ST baseados na comparagdo par a par de 601pb de um segmento do gene mitocondrial

558  citocromo b (Cit b) de 107 individuos de Euglossa cordata amostrados em 12 localidades no estado do Maranhao e uma no estado do
559  Pard (BL). Fitorregides L = c6digo da localidade e N = ntimero de individuos. Localidades com colora¢des similares estdo presentes na

560 mesma fitorregido. Valores em negrito correspondem as estimativas mais elevados de diferenciacdo genética.

FITORREGIOES

- A  cc cM FBC ___ [WEDN] R [OR
L |~ cN | MG | BN cx | vG

6 - 204 270 350 100 165 97 237 100 277 144 475 88
CN | 7 -0105 - 139 349 256 340 189 77 121 475 183 677 233
MG |11 0125 0,103 - 489 267 341 298 216 183 488 160 728 248
FN | 7 0,136 0,138% 0,057 - 460 512 262 280 354 573 470 633 443

9 -0,001 0004 0212% 0,220%+  -- 83 192 303 141 224 106 469 23,5

9 0,019 0001 0035 -004 0014 - 252 388 225 148 176 400 105

11 0,037 0008 0054 0,132 0,018 -0016 - 187 119 347 224 500 183
cx | 7 0011 0032 -0020 0019 0139 -004 -0060  -- 162 515 263 690 284
VG | 9 -0,033 -0006 0,112 0,157% -0,054 -0,019 -0,064 0,011 - 356 112 566 120

8 0,065 -0010 0049 0,113 0,093 -0,012 -0,063 -0,093 -0,01 - 320 268 250
HC | 8 -0,070 -0,009 -0,018 0,160% 0,141 0,021 0,004 -0,018 0,052 -0,114 - 573 87

70150 0,090 0,038 0031 0,1153* -0,032 0030 0037 0,048 0,121 0219%  -- 485

8 0,350* 0,307* 0,260* 0,217* 0,420* 0,186* 0,322* 0,275% 0,282 0,340* 0,392% 0,286*  --

561 *Valores estatisticamente significativos testados por 1000 permutacdes e p < 0,05. Valores negativos podem ser lidos como zero (0,000).
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Discussao/ Conclusao

Os padroes de diversidade genética (He) revelados para as fitorregides do
Maranhao apontam para auséncia de diferengas entre estas formagdes vegetais, contudo
os municipios de Sdo Luis, Bacabal, Anajatuba e Vargem Grande mostraram altos valores
de riqueza alélica. Vargem Grande (Ap= 1,38) e Carutapera (Ap= 1,22) mostrando
elevadas taxas de alelos privados.

Apesar do valor global de indicar uma moderada particdo da variacdo genética
entre o conjunto de subpopulagdes ¢st (= 0,0725; p < 0,05) de E. cordata analisadas no
presente estudo, quando as andlises consideram os pares de subpopulagdes, uma estrutura
genética considerdvel se revela entre diversos pares destas subpopulacdes, com
implicagdes relevantes em termos de conservacio da diversidade genética de E. cordata
ao longo da regido estudada.

Quando tais resultados sdo comparados com os existentes da literatura para
populacdes desta espécie de Euglossini (Cerantola et al. 2011; Rocha-Filho et al. 2013;
Boff et al. 2014), estes chegam mesmo a surpreender, uma vez que, sio raros ou
inexistentes os registros de valores de ¢st como os encontrados para a subpopulacdo de
Alcantara (Al) em relac@o as amostras de BC, FN, HC e SL, que mostraram valores de
¢st da ordem de 0,20, indicando alta diferencia¢do genética. Os resultados sdo ainda mais
expressivos quando se considera os valores obtidos com o estimador de Jost (2008), Djoss,
que indicaram significante e alta estruturacdo genética para grande parte dos pares de
amostras analisados.

Por outro lado, um resultado, de certo modo contrastante foi obtido com as
andlises do gene mitocondrial Cit b, que mesmo mostrando alta diferenciacdo paras as
subpopulagdes de Sao Luis e Alcantara, assim como as analises nucleares, apontaram
resultados divergentes entre as amostras de BL e HC (mt¢ST=0,219; ¢ST = 0,04; p>0,05)
para os dois marcadores utilizados. Diferencas nos padroes de diferenciagdo genética
obtidos com marcadores nucleares e mitocondriais jd constam na literatura do grupo
(Lopez-Uribe et al. 2014; Penha et al. 2015), embora os valores de diferenciacdo
encontrados no presente estudo mostram-se superiores aos destes estudos.

O sequenciamento do Cit b demostrou mudancas nas frequéncias de hapldtipos
(H1) na medida em que se afasta do centro do estado, com as localidades SL e MG
fugindo a este padrdao. O haplétipo H3, que foi revelado como ancentral pela rede

haplotipica e esteve ausente nas amostras de E. cordata das localidades litoraneas de AL,
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CP e SL, e ainda nas localidades na direcdo a lestes do estado com as amostras de CN e
VG. Estes padrdes encontrados pode indicar eventos evolutivos particulares a estas
localidades aliados aos diferentes comportamentos de machos e fémeas de Euglossini,
tendo como resultado padrdes complexos na distribuicao do grupo.

O comportamento filopatrico das fémeas, reconhecido para a tribo Euglossini
(Augusto e Gardéfalo 2011; Lopez-Uribe et al. 2014) e o fato dos machos nao retornarem
mais aos ninhos maternos apds emergéncia, sendo considerados como o sexo dispersor
em termos genéticos (Lopez-Uribe et al. 2014), tém sido atribuidos a maior diferencia¢do
genética revelada pelos marcadores nucleares frente aos mitocondriais (Lopez-Uribe et
al. 2014). Nao menos importantes sdo as caracteristicas distintas inerentes aos dois tipos
de DNA, nuclear e mitocondrial (Avise 2004), que podem ter contribuido para o contraste
nos resultados destes. Apesar disto, no presente estudo, embora valores moderados (SL x
AJ; SL x BC) a alto (SL x AL) de diferenciacdo genética tenham sido encontrados por
meio dos marcadores mitocondriais para as amostras da ilha de Sdo Luis. Os marcadores
nucleares e mitocondrias utilizados demostraram altos padrdes de diferenciac@o para os
mesmas pares de localidades (AL x FN, AL x MG, AL x SL), com bases nestes resultados
medidas de manejo baseados nos padrdes destes dois marcadores podem gerar resultados
mais satisfatorio no conservacdo da diversidade genética paras as subpopulacoes de E.
cordata para estes ecossistemas de transicao.

Em Euglossini, anélises de genes mitocondriais, a exemplo do gene Cit b, tém
sido utilizadas para inferéncias sobre a histdria filogeogréfica de algumas espécies e t€ém
se mostrado bastante informativas (L6pez-Uribe et al. 2014; Penha et al. 2015; Frantine-
Silva et al. 2016). De acordo com Lopez-Uribe et al. (2014) o DNAmt € um marcador
informativo para fazer inferéncias sobre eventos de colonizacdo, mesmo que este
marcador revele exclusivamente a historia evolutiva de linhagens maternas. Assim, os
resultados combinados e fortemente congruentes de ambos os tipos de marcadores
empregados no presente estudo apontam seguramente para eventos historicos relevantes,
como um efeito fundador, no qual alguns individuos de E. cordata com um nidmero
restrito de alelos tenham colonizado a ilha de Sdo Luis a muito tempo atrds, seguido de
um aumento no crescimento populacional (Grant e Bowen 1998), isto € evidenciado pelo
riqueza alélica encontrados em Sao Luis (Ra = 9,35).

Interessantemente a analise do Cit b mostrou a tanto a auséncia de estruturagdo
genética quanto a presenca de hapldtipos compartilhados entre pontos extremamente

distantes, como no caso de BL-FN (633km) e BL-CX (690km). Ao mesmo tempo, a rede



629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655
656
657
658
659
660
661
662

de relacionamento de haplétipos apresenta um padrdo de intima associagcdo entre eles,
estando os principais separados por poucos passos mutacionais. Além disto, a maioria das
amostras mostram altos niveis de diversidade haplotipica (h > 0,5) e diversidade
nucleotidica abaixo de 0,5%, padrao que segundo Grant e Bowen (1998), indica gargalo
genético seguido de um ripido crescimento populacional e acimulo de mutacdes,
sugerindo uma relagdo com o padrdo de colonizagdo de E. cordata na area estudada.

A influéncia do padrao de colonizacao explicaria a auséncia de diferenciacao entre
a maioria das amostras a partir dos dados mitocondriais, pois este genoma acaba
refletindo padrdes de estruturagdo mais antigos. Marcadores nucleares, tais como
microssatélites, e mitocondriais, possuem caracteristicas inerentes que muitas vezes
acabam fornecendo informagdes para periodos diferentes da histéria evolutiva de uma
espécie (Avise 2004). Deste modo € justificavel o padrdo contrastante dos marcadores
microssatélites em relacdo aos dados mitocondriais, mostrando diferenciacdo entre
grande parte das amostras inclusive dentro das mesmas fitorregides (AL x CP, ¢st=0,10
e Djos=0,24; CX x VG, ¢s1=0,05 e Dj,5=0,15). Deste modo, os dados de microssatélites
do presente estudo sugerem que apesar de algumas influéncias histéricas (principalmente
no caso de Sdo Luis), fatores mais contemporaneos, incluindo limitacdes no fluxo génico,
possivelmente sejam os principais determinantes dos padrdes de diferenciagdo genética
encontrado nesta drea de estudo.

Embora a tribo Euglossini retina abelhas reconhecidamente dotadas de grande
capacidade de voo (Janzen 1971; Pokorny et al. 2015), e de se ter registro na literatura de
que machos de E. cordata conseguiram transpor dreas desmatadas entre fragmentos
separados por uma distancia de 4 km (Raw 1989), Boff et al. (2014) detectaram uma
restricao relevante no fluxo génico de machos desta espécie entre ilhas oceanicas. Da
mesma forma, através dos nossos resultados pode-se inferir que os niveis de estrutura
genética da amostra de S3o Luis s@o consequéncia de uma possivel restricao na dispersao
dos machos entre ilha e continente, ocasionando um efeito de isolamento desta
subpopulagdo. Por outro lado, Rocha-Filho et al. (2013), usaram nove locos
microssatélites para avaliar a diferenciacdo genética entre amostras de ambientes
insulares, localizados a 30 km do continente na regido sudeste do Brasil, e verificaram
que os corpos d’adgua ndo constituem barreiras para machos de E. cordata.

O fato de Sao Luis ser uma area urbana também poderia ser outro ponto a ser
considerado na tentativa de explicar os elevados niveis de diferenciacdo genética

encontrados para a subpopulacio de E. cordata desta ilha em relacdo a outras localidades.
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Contudo, isto deve ser argumantado com cautela, pois Cerantola et al. (2011), ao
analisarem amostras de machos e fémeas de E. cordata no estado de Sao Paulo,
encontraram, além de uma alta diversidade genética, niveis baixos de estruturagdo
genética entre amostras de 11 dreas urbanas. Ao mesmo tempo, quando se compara o
nimero de machos diploides encontrados por estes autores e o do presente estudo, os
resultados sdo conspicuamente diferentes (Cerantola et al. 2011; Rocha-Filho et al. 2014).

No caso da ilha de Sao Luis os resultados sdo ainda mais divergentes, pois de um
total de 24 machos analisados, seis foram identificados como sendo diploides. Enquanto
isto, no estudo de Boff et al. (2014), por exemplo, a maior frequéncia de machos diploides
foi encontrada para a subpopulacdo de E. cordata da menor ilha amostrada, com a
ocorréncia de um macho diploide entre os 80 individuos analisados. Assim, no presente
estudo, o elevado niimero de machos diploides encontrado para SL pode estar refletindo
algum efeito de um antigo gargalo genético, que resultou em uma perda local de
diversidade de alelos no loco CSD, que determina o sexo nestes insetos (Zayed 2009).

Outra subpopulacdo que mostrou elevada diferenciacdo genética, tanto para
marcadores microssatélites quanto para mitocondrial, neste tltimo caso de forma nio tao
contundente quanto revelado pelos marcadores nucleares, foi a de Alcantara (AL). Como
ja destacado, a maior estimativa de diferenciacdo encontrada no presente trabalho foi
entre a amostra desta localidade e da ilha de Sado Luis, tanto no caso das analises de
microssatélites (¢st = 0,20, Dy = 0,57), quanto de DNAmt (mt(I)ST =0,42), que sdo areas
separadas 23,5km pela Baia de Sao Marcos. Tais resultados reforcam a ideia de que o
mar constitui sim uma possivel barreira a dispersao destas subpopula¢des de E. cordata,
assim como demostrado por Boff et al (2014) ao pesquisarem a diversidade genética desta
espécie em relacdo a ilhas e continente no Parque Estadual de Ilhabela em Sao Paulo.
Estes autores relatam também perda da diversidade genética desta espécie em razdo do
isolamento pelo oceano.

O Golfao Maranhense, uma grande reentrancia central do litoral do estado do
Maranhdo, localizada entre Alcantara (a oeste) e Sdo Luis (a leste), € uma regido
delimitado pelas bajas do Cuma, Sdo José, Sao Marcos e Tubardo (Feitosa 2006). Esta
regido, particularmente na localidade de Alcantara, estd bruscamente delimitada por
falésias e colinas tabulares dos Tabuleiros Costeiros de Alcantara-Guimaraes,
configuracdo esta que pode ter isolado as subpopulagdes de E. cordata com a expansao

da cidade, causando assim os elevados valores de diferenciacao.
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O Maranhao abriga uma complexa mistura de formagdes vegetais, que se sobrepde
na regido fornecendo recursos florais importantes para a manutencdo de diversos
polinizadores como aves (Schulz-Neto et al 2010; Almeida e Almeida 2003), morcegos
(Cruz et al. 2007; Dias et al. 2009), besouros (Martins et al. 2011) e especialmente abelhas
(Rebélo et al. 2003; Albuquerque et al. 1996; Albuquerque et al. 2001; Régo et al. 2006;
Silva et al. 2009), que sdo responsdveis por grande parte dos servicos de polinizacao.

Assim como alguns destes polinizadores, os machos de Euglossini se utilizam do
néctar para a alimentacdo e ainda fontes diversas de aromas para o comportamento de
corte, dessa maneira seria de se esperar que Euglossa cordata apresentasse maior
variabilidade genética para uma das fitorregides do estado, por exemplo, para a Floresta
Perenifélia Densa a qual os Euglossini de forma geral tem como habitat de origem
(Ramirez et al. 2010), contudo nossos dados demostraram que as subpopulacdes de E.
cordata apresentam medidas similares de variabilidade genética ao longo das dreas de
estudo.

Embora se descarte a associacdo de clusters genéticos de E. cordata a uma dada
fitorregido, esta mostrou uma diversidade genética numericamente maior para 0s
ambientes mais contrastantes, incluindo a zona de contato Floresta Aberta com Babacgu e
Cerrado (He=0,816), Floresta Perenifdlia Aberta (He=0,810), Floresta Perenifolia Densa
(He=0,804), porém estes valores ndo foram estatisticamente diferentes (ANOVA,
F=0,653, df=12, p>0,05).

Em razao da associacdo de E. cordata com éreas alteradas (Powell e Powell 1987;
Milet-Pinheiro e Schlindwein 2005), muitas vezes esta espécie € negligenciada do ponto
de vista de sua conservacao. Desconsiderando este aspecto, E. cordata desempenha papel
importante na manutencdo dos ecossistemas neotropicais por conseguir transpor tanto
ambientes florestais quanto de matrizes pastos agricolas, com isto tal plasticidade
ecoldgica garante a esta espécie eficiéncia nos servigos de polinizacao.

Portanto, respondendo a primeira questdao levantada sobre a distribuicdo da
diversidade genética de Euglossa cordata para as diferentes fitorregides do estado do
Maranhdo, nossas analises de diversidade genética e de estruturacdo, apontam que
variabilidade genética nesta espécie se encontra distribuida de forma muito heterogénea
entre as diferentes dreas e ecossistemas amostrados e sem associagdo ao tipo de
fitorregido. Sobre a estrutura genética, segunda questdo, ndo foi observada correlagdo
entre diferenciacdo genética e distdncia geografica, no entanto padrées incomuns de

estruturacdo genética foram revelados, com areas a 23km de distancia mostrando alta
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diferenciacdo (Alcantara e S3o Luis) e dreas mais distantes, 690km (Belém e Caxias)
apresentando baixa diferenciacdo. Assim nossos resultados apontam que as
subpopulagdes desta espécie amostradas no estado do Maranhdo apresentam diferencas
genéticas importantes que merecem atencdo ao se propor medidas para manejo e

conservacao de tais populagdes.
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Apéndice

Tabela 1S. Numero de alelos encontrados em oito fitorregides do Maranhdo para seis
locos de microssatélites de Euglossa cordata. Os primers utilizados referém-se aos
descritos por Souza et al. (2007) e Paxton et al. (2009).

Locos Motivo Sequencia promotora Na Extensao (pb)
F, 5'-ATTGCCTTGAACGTTTCCAC-3'
Ann2 (CD)12 34 144-226
R, 5'-GCTAGACGCGCGTAATCTTC-3'
Egcl8 F 5'-TGATACAGGTCGGCGTAAAA-3'
(GAA) 18 159-207
HEX R 5'-GGTAACTCCGTCGCGAACTA-3’
Egc 24 F 5'-AGGAGAACCGAACAGCGATA-3'
(GAA) 12 192-225
NED R 5-CCGAGCTTTTTCTTCCCTCT-3’
Egc 26 F 5-GCCGAACAAACATCTCGTCT-3’
(CTT)s 30 132-231
PET R 5'-CGGAACTTTGATATCGTCGAG-3’
Egc 30b F 5'-CGAATCTTGAAATGGCTGAGA-3'
(Ch)r2 35 56-196
FAM R 5-ACACCGCGAGAGCGAGAG-3'
Egc 37 F 5-ATCCTCCTCTTCGTGGTCCT-3’
(CTT)s 26 159-237

NED R 5-GGCAAAACTTCCGCTTGATA-3’
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superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data).
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TABLES

All tables are to be numbered using Arabic numerals.
#Fables should always be cited in text in consecutive numerical order.
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Eootnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath the
table body.

ARTWORK AND ILLUSTRATIONS GUIDELINES

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

tndicate what graphics program was used to create the artwork.

Eor vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

Yector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Kame your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Fig1.eps.
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Befinition: Black and white graphic with no shading.

Bo not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

8canned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

Yector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art

Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line drawing, extensive lettering, color
diagrams, etc.
Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art
Color art is free of charge for online publication.

If black and white will be shown in the print version, make sure that the main information will still be visible. Many colors are
not distinguishable from one another when converted to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic
copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions. Color illustrations should be submitted

as RGB (8 bits per channel).

Figure Lettering
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#0 add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—3 mm (8-12 pt).

¥ariance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt type on an axis and 20-pt type for
the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Ho not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order. Figure parts should be denoted

by lowercase letters (a, b, ¢, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the consecutive numbering of the
main text. Do not number the appendix figures,

"A1, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should, however, be numbered
separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure depicts. Include the captions in the
text file of the manuscript, not in the figure file. Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the
figure number, also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed at the end of the caption.
tdentify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles, etc., as coordinate points in
graphs.

tdentify previously published material by giving the original source in the form of a reference citation at the end of
the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible. When preparing your figures, size

figures to fit in the column width.

For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and not higher than 234 mm.
For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and not higher than 198 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain permission from the copyright owner(s)
for both the print and online format. Please be aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that
Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In such cases, material
from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your figures, please make sure that

All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech software or a text-to-Braille
hardware)

Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information (colorblind users would then be
able to distinguish the visual elements)

Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1
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ELECTRONIC SUPPLEMENTARY MATERIAL

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This feature
can add dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors should
read the journal’s Research data policy. We encourage research data to be archived in data
repositories wherever possible.

Submission

Supply all supplementary material in standard file formats.

Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other
problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts,
m4v, 3gp

Text and Presentations

Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.
A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is
intended.
If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets

should be submitted as .xls files (MS Excel).

Specialized Formats

Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering

If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the
material as a citation, similar to that of figures and tables.

Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
Name the files consecutively, e.g. “‘ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions
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For each supplementary material, please supply a concise caption describing the
content of the file.

Processing of supplementary files

Electronic supplementary material will be published as received from the author
without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
Video files do not contain anything that flashes more than three times per second (so
that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk)

ENGLISH LANGUAGE EDITING

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your manuscript you
need to ensure the English language is of sufficient quality to be understood. If you need help
with writing in English you should consider:

Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript for
clarity.

Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes when

writing in English.

Using a professional language editing service where editors will improve the English to
ensure that your meaning is clear and identify problems that require your review. Two
such services are provided by our affiliates Nature Research Editing Service and
American Journal Experts.

English language tutorial
Nature Research Editing Service

American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for publication in
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ETHICAL RESPONSIBILITIES OF AUTHORS

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a member of the
Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the COPE guidelines on how to
deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage the trust in
the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the entire scientific
endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation can be achieved by
following the rules of good scientific practice, which include:
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#he manuscript has not been submitted to more than one journal for simultaneous
consideration.

#he manuscript has not been published previously (partly or in full), unless the new work
concerns an expansion of previous work (please provide transparency on the re-use of
material to avoid the hint of text-recycling (“self-plagiarism”)).

A single study is not split up into several parts to increase the quantity of

submissions and submitted to various journals or to one journal over time (e.g.
“salami-publishing”).

No data have been fabricated or manipulated (including images) to support your
conclusions

No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s own
(“plagiarism”). Proper acknowledgements to other works must be given (this includes
material that is closely copied (near verbatim), summarized and/or paraphrased),
quotation marks are used for verbatim copying of material, and permissions are
secured for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

£onsent to submit has been received explicitly from all co-authors, as well as from the
responsible authorities - tacitly or explicitly - at the institute/organization where the work
has been carried out, before the work is submitted.

Authors whose names appear on the submission have contributed sufficiently to the
scientific work and therefore share collective responsibility and accountability for the
results.

Authors are strongly advised to ensure the correct author group, corresponding author,
and order of authors at submission. Changes of authorship or in the order of authors
are not accepted after acceptance of a manuscript.

Adding and/or deleting authors at revision stage may be justifiably warranted. A

letter must accompany the revised manuscript to explain the role of the added

and/or deleted author(s). Further documentation may be required to support your
request.

Requests for addition or removal of authors as a result of authorship disputes after
acceptance are honored after formal notification by the institute or independent body
and/or when there is agreement between all authors.

#Jpon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in
order to verify the validity of the results. This could be in the form of raw data,
samples, records, etc. Sensitive information in the form of confidential proprietary
data is excluded.

If there is a suspicion of misconduct, the journal will carry out an investigation following the
COPE guidelines. If, after investigation, the allegation seems to raise valid concerns, the
accused author will be contacted and given an opportunity to address the issue. If misconduct
has been established beyond reasonable doubt, this may result in the Editor-in-Chief's
implementation of the following measures, including, but not limited to:

If the article is still under consideration, it may be rejected and returned to the

author.

If the article has already been published online, depending on the nature and severity
of the infraction, either an erratum will be placed with the article or in severe cases
complete retraction of the article will occur. The reason must be given in the published
erratum or retraction note. Please note that retraction means that the paper is
maintained on the platform, watermarked "retracted" and explanation for the retraction
is provided in a note linked to the watermarked article.

The author’s institution may be informed.

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted principles of
ethical and professional conduct have been followed, authors should include information
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regarding sources of funding, potential conflicts of interest (financial or non-financial), informed
consent if the research involved human participants, and a statement on welfare of animals if
the research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section entitled
“Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

Disclosure of potential conflicts of interest

Research involving Human Participants and/or Animals

Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer review
policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject discipline.
Before submitting your article check the instructions following this section carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of compliance with
ethical standards and send if requested during peer review or after publication.

The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or failure to
fulfill the above-mentioned guidelines.

DISCLOSURE OF POTENTIAL CONFLICTS OF INTEREST

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential influence
or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any conflict, disclosure of
relationships and interests provides a more complete and transparent process, leading to an
accurate and objective assessment of the work. Awareness of a real or perceived conflicts of
interest is a perspective to which the readers are entitled. This is not meant to imply that a
financial relationship with an organization that sponsored the research or compensation
received for consultancy work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that
are directly or indirectly related to the research may include but are not limited to the following:
Research grants from funding agencies (please give the research funder and the

grant number)

#Honoraria for speaking at symposia Financial

support for attending symposia Financial

support for educational programs Employment

or consultation

Support from a project sponsor

#osition on advisory board or board of directors or other type of management

relationships

Multiple affiliations

Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such rights)

Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-financial
interests) that may be important to readers should be disclosed. These may include but are not
limited to personal relationships or competing interests directly or indirectly tied to this research,
or professional interests or personal beliefs that may influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all authors. In
author collaborations where formal agreements for representation allow it, it is sufficient for the
corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all authors. Examples of forms
can be found

here:
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The corresponding author will include a summary statement in the text of the manuscript in a
separate section before the reference list, that reflects what is recorded in the potential conflict
of interest disclosure form(s).

See below examples of disclosures:

Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author B has
received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company Y. Author C is a
member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:

Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.
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