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Resumo

A Xylocopa frontalis, conhecida como "mamangava-de-toco", desempenha papel crucial como
polinizadora do maracuja, mas enfrenta declinio populacional devido a fatores humanos. Para
reverter essa tendéncia, propde-se a construg¢do de ninhos artificiais, transferindo individuos de
areas densamente povoadas para menos habitadas, com énfase na preservacdo das matas ao
redor dos ninhos. A Reserva Ecologica do Panga destaca-se como vital para a conservacao
dessa espécie e outras. O estudo buscou compreender a genética das populagdes no Panga e em
areas proximas, utilizando analises de DNA mitocondrial. Foi realizada extragdo do material
genético, sequenciamento do gene citocromo oxidase I e andlises estatisticas que revelaram 21
haplotipos distribuidos nas cinco areas, com diversidade haplotipica de 79,2% e nucleotidica
de 0,011. Distancias genéticas indicaram maior similaridade entre o Campus Umuarama e
Gléria e menor entre Panga 2 e Agua Limpa. A analise de PCoA revelou que um incéndio em
2021 afetou a genética das populagdes no Panga, reduzindo sua identidade genética em
comparagdo com outras areas, devido a recolonizagdo pds-incéndio. Novas andlises e maior

amostragem sdo necessarias para compreender a evolugdo genética dos locais adjacentes.

Palavras-chave: Xylocopa frontalis, Reserva Ecologica do Panga, genética da conservacao
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Introducio

A polinizagdo, principalmente feita por insetos, ¢ fundamental para a agricultura e
produgdo de alimentos no Brasil (WOLOWSKI et al., 2019). Segundo dados do Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), mais de 200 plantas cultivadas no pais estdao
relacionadas direta ou indiretamente ao setor alimenticio, sendo 35% dessas dependentes em
algum grau de poliniza¢do (IBGE, 2021; WOLOWSKI et al., 2019). Dentre essas, se destacam
alguns graos, hortalicas e frutas como o feijao, o café, o tomate, o pepino, a goiaba, o guarana

e, principalmente, o maracuja (GIANNINI ez al., 2020).

O maracuja, como ¢ conhecido popularmente o género Passiflora, engloba 400 espécies
encontradas em regides tropicais e subtropicais do planeta (ZERAIK ef al., 2010). Cerca de 79
espécies sao nativas do Brasil, com destaque para Passiflora edulis, comumente chamado de
maracujd-azedo ou maracuja-amarelo (CAZARIN et al., 2014). Sua comercializagdo e
producdo representa 95% dos pomares e ¢ cultivado em sua maioria nas regidoes nordeste e
sudeste do pais, sendo seus maiores produtores Ceara, Bahia, Santa Catarina e Minas Gerais
(CAZARIN et al., 2014; IBGE, 2021; LANDAU, 2016). A quantidade produzida em 2021 foi
de aproximadamente 700 mil toneladas, equivalente ao valor de producdo de 1,5 bilhdes de
reais, com Minas Gerais responsavel por 5% desse valor (IBGE, 2021). A producao ¢ destinada
principalmente para a industria de sucos, polpas e produtos industrializados, mas ¢ utilizado
também na medicina popular devido a propriedades funcionais em suas sementes, casca e polpa

(RAMOS et al., 2007; ZERAIK et al., 2010).

O maracujad-azedo ¢ uma espécie dependente da polinizagdao cruzada por possuir auto-
incompatibilidade, sendo incapaz de ser autofecundada (BRUCKNER et al, 2005).
Consequentemente, ¢ fundamental que ocorra a polinizagdo, seja ela manual ou natural, para
que haja a producdo do fruto (WOLOWSKI ef al., 2019). Apesar da polinizagdo manual ser
mais eficiente no desenvolvimento de frutos maiores e com maior massa de polpa, o uso da
populagdo natural de insetos economiza cerca de 30 mil reais a cada trés anos de cultivo (DOS
SANTOS, 2016; VIEIRA et al., 2010). Em fun¢do da estrutura floral do maracuja, sdo
necessarios insetos polinizadores maiores para conseguirem transferir o polen de maneira
satisfatoria, como abelhas de grande porte dos géneros Xylocopa, Bombus, Eulaema, Epicharis
e Centris (YAMAMOTO, 2009). Embora essas populagdes representem apenas 3% do total de
abelhas que visitam flores, a Xylocopa se destaca na reprodugdo da cultura citada e suas
principais espécies X. frontalis, X. suspecta e X. grisescens sao os agentes polinizadores mais

eficientes (PEREIRA; GAROFALO, 2010; YAMAMOTO, 2009).



A Xylocopa frontalis, conhecida popularmente como “mamangava-de-toco”, apresenta
a maior populagdo do género e ¢ avistada em maior frequéncia polinizando os pomares, o que
demonstra sua eficiéncia no cultivo do maracuja (YAMAMOTO, 2009). Apesar do seu papel
importante, houve um declinio em seu niimero provocado pela perda de seu habitat natural,
com a devastagdo para a agricultura de trechos de matas conservadas, pelo uso de pesticidas e
pelo aumento da temperatura global (KLINE; JOSHI, 2020). Entretanto, como fazem ninhos
em madeira com baixa dureza ou em cavidades pré-existentes, foi analisada a possibilidade do
uso de ninhos artificiais utilizando pedagos de bambu, fechados por seu proprio nod para
aumentar as populacdes nativas (PEREIRA; GAROFALO, 2010). Para construgio dos ninhos
e melhor manejo dessa espécie, ¢ importante observar que elas exibem comportamento
solitario, caracterizado pela construgdo dos ninhos pelas suas fémeas, sem cooperacao de outros
individuos (VIEIRA et al., 2010). Mas, podem apresentar interagcdes sociais em diferentes
niveis, com as filhas permanecendo no ninho e possivelmente reutilizando-o para as proximas
geracdes (GIANNINI er al., 2020). Em média, sdo depositadas trés células a cada periodo
reprodutivo e de quatro a cinco geragdes por ano, resultando entre 12 e 15 novas Xylocopa

frontalis (TUNQUEIRA; AUGUSTO, 2018).

I—

Figura 1. Células de Xylocopa frontalis separadas por parti¢des (C) feitas em ninho-armadilha de

bambu. Fonte: Autoria propria.

Foi demonstrado que € possivel mover esses ninhos para introduzir individuos em areas
diferentes, desde que sejam proximas geneticamente, de forma a aumentar em mais da metade
a produgdo de frutos a cada 4 a 8 ninhos colocados por hectare de plantacdo (JUNQUEIRA;
AUGUSTO, 2018; TOLEDO et al., 2017). Nessa proposta, devido a distdncia de voo de 12km
percorrida por essa espécie ¢ fundamental preservar a vegetacdo nativa em torno do ninho
equivalente a esse raio, para que a disponibilidade de recursos nao seja prejudicada e o tamanho

das populagdes afetado (FREITAS; OLIVEIRA FILHO, 2001).



A Reserva Ecologica do Panga (REP), criada em 1986 pela Universidade Federal de
Uberlandia e reconhecida em 1997 pelo IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Naturais Renovaveis), ¢ uma reserva particular do patrimonio natural localizada a
aproximadamente 30 quilémetros de Uberlandia (IBAMA, 1997). E uma Unidade de
Conservacdo com objetivo de proteger as espécies, recursos naturais e hidricos presentes em
seu territdrio, incentivando a pesquisa cientifica e educagao ambiental (INSTITUTO CHICO
MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE, 2020). Cercada por fazendas e
préoxima a uma rodovia estadual (BR 455), a REP esté sujeita a polui¢ao sonora, do ar e de

possiveis defensivos agricolas utilizados no seu entorno.

A fim de promover um manejo sustentavel da espécie ¢ de suma importancia
acompanbhar, por meio de técnicas de Genética de Conservagao, como as populacdes se mantém
ao longo dos anos e de que forma fatores nao estocasticos, as praticas de conservacao e aumento
populacional das abelhas influenciaram na dindmica das populacdes e nos pomares de maracuja

proximos aos ninhos.

Objetivos
Diante do exposto, o objetivo deste trabalho ¢ analisar temporalmente a genética das
populagdes de Xylocopa frontalis na Reserva Ecoldgica do Panga para possivel uso sustentavel

para polinizacdo do maracuja.

Material e Métodos

Foram utilizadas 18 amostras de Xylocopa frontalis coletadas nos anos de 2021, 2022 e
2023 na Reserva Ecologica do Panga (19°10°56”S, 48°23°35”W) de ninhos artificiais
localizada nas proximidades de Uberlandia-MG (Figura 2) e dados coletados por (TOLEDO,
2013) de 54 amostras, utilizando o método ndo letal descrito por Arias et al. (2013) (Tabela 1).

Tabela 1: Quantidade de amostras utilizadas em analises e seus locais de coleta.

Local de coleta Quantidade  Ano de coleta Referéncias
de amostras
Fazenda Agua Limpa 16 2012 TOLEDO et al., 2017
Reserva Ecologica do Panga 15 2012 TOLEDO et al., 2017




Campus Umuarama 8 2012 TOLEDO et al., 2017
Campus Gloria 15 2012 TOLEDO et al., 2017
Reserva Ecologica do Panga 18 2021-2023 Presente trabalho

Reserva Ecélf‘)gica doiPanga
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e
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Figura 2. Localizacdo da Reserva Ecologica do Panga em relagao a cidade de Uberlandia-MG. Fonte: Google

Earth.

Foi retirado o tarso de uma das pernas medianas das abelhas apds sua imobiliza¢do com
um equipamento semelhante a uma seringa, cujo émbolo ¢ recoberto por uma espuma e sua
extremidade fechada com fios resistentes a abrasdo pelas abelhas (Figura 3B). A amostra
coletada foi armazenada em solu¢do de alcool absoluto em refrigeracdo até o momento da
utilizagdo. O método descrito foi previamente utilizado por (ARIAS et al., 2013; COSTA, 2018;
TOLEDO, 2013) para andlises sociogenéticas e moleculares de Xylocopa frontalis e

determina¢do de marcadores microssatélites de Xylocopa grisescens.



Figura 3. (A) Abrigo utilizado para prote¢do dos ninhos artificiais de Xylocopa frontalis feitos com bambu e
apoiados em tijolos do tipo baiano; (B) Fémea de Xylocopa frontalis capturada de abrigo em dispositivo utilizado

para retirada do tarso. Fonte: Autoria propria.

Utilizando os tarsos previamente coletados, foi feita a extragdo do DNA pelo método
Chelex descrito por (WALSH; METZGER; HIGUCHI, 1991). Dessa forma, foram adicionados
em solucdo de resina Chelex, incubados a 56°C e 100°C por 30 minutos e 5 minutos
respectivamente, centrifugados e armazenados a -20°C. Para obter o DNA mitocondrial, foi
feita amplificagdo de 600 pb do gene citocromo oxidase 1 por meio de Reacao em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando primer forward mtD6 e mtD9 (SIMON et al., 1994) de acordo
com (TOLEDO, 2013). Posteriormente, para o sequenciamento, os produtos das PCRs foram
enviados ao Laboratério de Sequenciamento e Genotipagem - Multiusuario do

CBMEG/UNICAMP.

Com base nos dados resultantes, foram realizadas analises estatisticas utilizando os
programas: GENEIOUS para alinhamento e edicdo das sequéncias mitocondriais; DNAsp
6.12.03 para andlise de quantidade de haplotipos, diversidade haplotipica e nucleotidica;
MultiAlin para alinhamento multiplo de sequéncias (CORPET, 1988); MEGA v10.2 para
construcao de arvores filogenéticas de Maxima Verossimilhanga e Neighbor Joining, com 2000
bootstraps e calculo de distancia genética; NETWORK 4.6.11 para constru¢ao de rede de
interrelacdo de haplotipos; GENALEX 6.41 para calcular a distancia genética ndo tendenciosa
de NEI, para analisar coordenadas principais (PCoA) e para teste de Mantel. Posteriormente,

foram comparadas temporalmente as mudangas ocorridas nas dindmicas populacionais e



diversidade genética entre as amostras coletadas e as analisadas por Toledo (2013). Por fim, os
resultados obtidos foram cadastrados no Sistema Nacional de Gestao do Patrimdonio Genético

e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).

Para coleta do material foi considerada a Licenga permanente para coleta de material
zoologico de nimero 26390-1. Por se tratar de animais invertebrados, ndo foi necessaria analise
prévia da Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA — UFU) que ndo estio sob

responsabilidade da instituigao.

Resultados e Discussao

Dentre as 18 amostras coletadas (Tabela 2), uma ndo foi amplificada durante a etapa de
PCR por se tratar de uma pupa e nao possuir material genético suficiente. Além disso, durante
0 sequenciamento, trés amostras ndo resultaram em sequéncias de tamanho adequado para

analise.

Tabela 2: Amostras coletadas na Reserva Ecoldgica do Panga.

Amostras Data de coleta
32 D6D9 08/11/2021
34 D6D9 15/10/2021
35 D6D9 15/10/2021
36 D6D9 08/11/2021
41 D6D9 16/02/2022
42 D6D9 16/02/2022
43 D6D9 16/02/2022
44 D6D9 16/02/2022
45 D6D9 16/02/2022
50 D6D9 31/03/2022
51 D6D9 31/03/2022
52 D6D9 31/03/2022
54 D6D9 31/03/2022
90 D6D9 01/03/2023
91 D6D9 01/03/2023

92 D6D9 01/03/2023



93 D6D9 01/03/2023
94 D6D9 01/03/2023

Em vermelho estdo indicadas as amostras que nao foram utilizadas nas analises estatisticas.

Ap6s alinhamento multiplo das sequéncias, foram observadas 107 mutagdes, sendo 38

transi¢des

ToC, 11 transigoes A<>G, 44 transversoes T<>A, 4 transversdes A<>C ¢ 10

transversoes T<«>G. Utilizando o GENEIOUS, as sequéncias foram traduzidas e demonstrou-se

que todas as mutacdes ocorridas sdo sinonimas, ndo alterando o aminoécido da proteina.
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ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTAATTTCTAGAARTTTATTTAGACTARGTCCAGGAACTGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCATCATATTTRTATCATTCATCTCCTT
ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGACTARGTCCAGGAACTGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCATCATATTTATATCATTCATCTCCTT
AATATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGAT TARGTCCAGGARCTGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCATCATATTTRTATCATTCATCTCCTT
ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGAT TARGTCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCATCATGTTTATATCATTCATCTCCTT
AATATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTAATTTTATTARTTTCTAGARRTTTATTTAGAT TARGTCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCATCATGTTTATATCATTCATCTCCTT
ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGATTARGTCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCATCATATTTATATCATTCATCTCCTT
AATATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGARRTTTATTTAGAT TARGTCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCATCATATTTATATCATTCATCTCCTT
AATATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGAT TRARGTCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCCCCTTTATCATCATATTTATATCATTCATCTCCTT
AATATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGATTARGTCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCTTCATGTTTATATCATTCATCCCCTC
ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTAATTTCTAGARRTTTATTTAGACTARGTCCAGGARCTGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCTTCATGTTTRTATCATTCATCCCCTC
ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGAT TARGCCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCTTCATGTTTRATATCATTCATCCCCTC
ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGARRTTTATTTAGAT TARGCCCAGGARCTGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCTTCATGTTTATATCATTCATCCCCTC
AATATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGAT TARGCCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCTTCATGTTTATATCATTCATCCCCTC
AATATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGARRTTTATTTAGAT TARGCCCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCTTCATGTCTATATCATTCATCCCCTC
ARTATTAGATTTTGATTATTACCCCCTTCTTTARTTTTATTARTTTCTAGAARTTTATTTAGAL TAAGL CCAGGAAC TGGATGARCARTTTATCCTCCTTTATCETCATETTTATATCATTCATCCCCTe
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CCGTTGATATTATAATTTTTTCATTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATRGGAGCAATARATTTTATAGTTACTATTATARTARTARRARATATTGCARTARRTTATGATRCARTTAATCTATTTTC
CAGTTGATATTATARTTTTTTCATTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATAGGAGCARTARATTTTATAGTTACTATTATARTARTARARRATATTGCARTARRTTATGATACARTTAATCTATTTTC
CCGTTGATATTATAATTTTTTCATTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATRGGAGCAATARATTTTATAGTTACTATTATARTARTAARARATATTGCAARTARAT TATGATRCARTTAATCTATTTTC
CCGTTGATATTATARTTTTTTCATTACATATTTCAGGARTTTCATCTATTATAGGAGCAATARATTTTATAGTTACTATTATAATARTARARRATATTGCARTARRTTATGATACARTTAATCTATTTTC
CCGTTGATATTATARTTTTTTCATTACATATTTCAGGAATTTCATCTAT TATAGGAGCARTARATTTTATAGTTACTATTATAATARTARARRATATTGCAATARRTTATGATACARTTARTCTATTTTC
CAGTTGATATTATAATTTTTTCATTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATAGGAGCAATARATTTTATAGTTACTATTATAARTARTARARRATATTGCARTARRTTATGATACARTTAATCTATTTTC
CAGTTGATATTATARTTTTTTCATTACATATTTCAGGAATTTCATCTAT TATAGGAGCARTARATTTTATAGTTACTATTATAATARTARARRATATTGCARTARRTTATGATACAATTARTCTATTTTC
CAGTTGATATTATAATTTTTTCATTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATAGGAGCARTARATTTTATAGTTACTATTATARTARTARARRATATTGCARTARRTTATGATRCAATTAATCTATTTTC
CAGTTGATATTATAATTTTTTCTTTACATATTTCAGGARTTTCATCTATTATAGGTGCAATARATTTTATAGTTACTATTATAATARTARRARATATTGCARTARRTTATGATRCAATTAATCTATTTTC
CAGTTGATATTATARTTTTTTCTTTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATRGGTGCAATARATTTTATAGTTACTATTATARTARTARRARATATTGCARTARAT TATGATRCARTTAATCTATTTTC
CAGTTGATATTATARTTTTTTCTTTACATATTTCAGGARTTTCATCTATTATAGGTGCARTARATTTTATAGTTACTATTATAATARTARARRATATTGCARTARRTTATGATACARTTAATCTATTTTC
CAGTTGRTATTATARTTTTTTCTTTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATRGGTGCAATARATTTTATAGTTACTATTATARTARTRAARARATATTGCARTARRTTATGATRCARTTAATCTATTTTC
CAGTTGATATTATAATTTTTTCTTTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATAGGTGCAATARATTTTATAGTTACTATTATAARTARTARARRATATTGCARTAARRTTATGATRCARTTAATCTATTTTC
CAGTTGATATTATARTTTTTTCTTTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATAGGTGCARTARATTTTATAGTTACTATTATAATARTARARRATATTGCAATARRTTATGATACARTTARTCTATTTTC
CaGTTGATATTATAATTTTTTCLTTACATATTTCAGGAATTTCATCTATTATAGGLGCAATARATTTTATAGTTACTATTATAATARTARARRATATTGCARTARRTTATGATACAATTAATCTATTTTC
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| |
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCART TTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACARTATTATTATTTGATCGAARTTTTARTACATC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCART TTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACAATATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCARTTTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACARTATTATTATTTGATCGARATTTTARTACATC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCART TTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACAATATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCAATTTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACARTATTATTATTTGATCGAARTTTTARTACATC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCARTTTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACARTATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCAATTTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACAATATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATLC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCARTTTTATTACTCTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACARTATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATC
ATGAGCTGTTTTTATTACTGCARTTTTATTACTTTTATCTTTACCTGTTTTAGCTGGTGCTATTACARTATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATL
ATGAGCGGTATTTATTAGGGCARTTTTATTACTTTTATCATTACCTGTATTAGCTGGTGCAATTACAGTATTATTATTTGATCGAARTTTTARTACATC
ATGAGCGGTATTTATTAGGGCAAT TTTATTACTTTTATCATTACCTGTATTAGCTGGTGCARTTACAGTATTATTATTTGATCGRARRTTTTARTACATC
ATGAGCGGTATTTATTAGGGCARTTTTATTACTTTTATCATTACCTGTATTAGCTGGTGCAATTACAGTATTATTATTTGATCGAARTTTTARTACATC
ATGAGCGGTATTTATTAGGGCAAT TTTATTACTTTTATCATTACCTGTATTAGCTGGTGCARTTACAGTATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATC
ATGAGCGGTATTTATTAGGGCAATTTTATTACTTTTATCATTACCTGTATTAGCTGGTGCARTTACAGTATTATTATTTGATCGRAARTTTTARTACATC
ATGAGCLGTLTTTATTACLGCARTTTTATTACTETTATCL TTACCTGTL TTAGCTGGTGCLATTACAATATTATTATTTGATCGARRTTTTARTACATC

4. Alinhamento multiplo das amostras da Reserva Ecoldgica do Panga utilizando o programa

Ao avaliar as amostras coletadas por Toledo (2013) em conjunto com as novas amostras do

Panga no programa DNAsp, foram deduzidos 21 haplotipos a partir das sequéncias analisadas

(Tabela 3). Ou seja, as variagdes similares nas bases nucleotidicas do DNA mitocondrial de

cada individuo foram agrupadas em 21 grupos diferentes. Esse resultado variou daquele feito

no estudo
analisadas

79,2% de

citado devido as novas sequéncias compreenderem apenas partes das sequéncias
por (TOLEDO, 2013). Foi encontrada diversidade haplotipica de 0,7924, isto &,

possibilidade de que ao selecionar dois individuos de uma populagdo, apresenta

haplotipos diferentes. A diversidade nucleotidica demonstrou uma média de 0,01083 do nimero



de diferengas em nucleotideos nas sequéncias de DNA mitocondrial comparadas. Apenas um

dos haplotipos (Hap 21) foi encontrado em todas as areas coletadas.

Tabela 3: Correspondéncia da identidade de haplotipos encontrados em nova andlise (1) e

haplotipos analisados por Toledo (2013) (2) e seus locais de coleta.

Haplotipos Haplotipos Amostras Local de
1) ) coleta
Hap 1 - 34-D6D9 PG
Hap 2 - 91-D6D9, 41-D6D9, 93-D6D9 PG
Hap 3 - 90-D6D9 PG
Hap 4 - 42-D6D9 PG
Hap 5 Hap 5 5-AL, 17C-GL, 2-AL AL, GL
Hap 6 Hap 17 33-PG PG
Hap 7 Hap 16 24-AL AL
Hap 8 Hap 15 5C-AL AL
Hap 9 Hap 13 31-PG PG
Hap 10 - 51-D6D9, 92-D6D9 PG
Hap 11 - 36-D6D9 PG
Hap 12 - 54-D6D9 PG
Hap 13 - 32-D6D9 PG
Hap 14 Hap 12 29-AL AL
Hap 15 Hap 4 27-AL, 23-AL, 2C-AL, 25-AL, 22-AL, AL
24F-AL
Hap 16 Hap 11, Hap 6C-AL, 11C-UFU, 15-GL AL, UFU,
7 GL
Hap 17 Hap 10 37-GL GL
Hap 18 Hap 1 8C-GL GL
Hap 19 Hap2,Hap6 16C-GL, 13C-UFU, 9C-UFU, 35-D6D9, GL, UFU,
32-PG, 30-PG, 1SOL-PG PG
Hap 20 Hap 9 26-AL AL
Hap 21 Hap 1, Hap 3, 10C-UFU, 14C-UFU, 7C-GL, 1-AL, 7- UFU, GL,
Hap 8, Hap GL, 1C-UFU, 10-GL, 16-GL, 17-GL, 9- AL, PG
14 GL, 6F-UFU, 15C-UFU, 3C-UFU, 21-AL,




12-GL, 13-GL, 39-AL, 18C-GL, 45-D6D9,
44-D6D9, 5SOL-PG, 36-PG, 34-PG,
4SOL-PG, 2SOL-PG, 8SOL-PG, 3SOL-
PG, 6SOL-PG, 29F-PG, 35-PG.

PG: Reserva Ecolédgica do Panga; AL: Fazenda Experimental Agua Limpa; GL: Fazenda do Campus Gloria;

UFU: Campus Umuarama.

O método estatistico de méxima verossimilhanga ¢ utilizado para encontrar a melhor
estimativa que os dados inseridos dao do resultado com maior probabilidade, ou seja, cria a
arvore filogenética mais ideal. Ja o método de neighbor joining constroi uma arvore filogenética
indicando que uma maior proximidade dos dados indica maior relagdo entre eles. Para maior
fidelidade dos dados ¢ utilizado o método de reamostragem de bootstrap, onde a analise ¢
repetida quantas vezes escolhidas, e as arvores resultantes sdo comparadas. A figura 5 mostra
as duas arvores filogenéticas encontradas no programa MEGA, nas quais foram feitas 1000
repeticdes, € os numeros ao lado das ramificacdes indicam a porcentagem de arvores
encontradas que resultaram nessa ramificagdo. Ao comparar as duas imagens, ndo houve
discrepancias significativas entre os agrupamentos do haplotipos nos clados, o que aumenta a
confiabilidade nas relagdes filogenéticas inferidas. A escala abaixo das imagens representa o
tamanho entre as ramifica¢cdes, que indica a grandeza das divergéncias evolutivas,

demonstrando que quanto menor, mais parecidas sdo as sequéncias e vice versa.
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Figura 5. Arvore filogenética entre os haplétipos obtidas usando o software Mega: (A) Método de Maxima

Verossimilhanga, com 1000 bootstraps; (B) Arvore filogenética utilizando método de Neighbor Joining, com 1000

bootstraps.

A maior distancia genética calculada entre as areas, utilizando métodos de Nei (1978),

foi da Fazenda Agua Limpa e Panga 2, ja4 a menor foi do Campus Gléria ¢ do Campus

Umuarama (Tabela 4). Apesar de terem sido coletadas no mesmo local, as amostras PG1 e PG2

apresentaram apenas 45% de identidade. Além disso, as amostras coletadas no Panga nos anos

recentes apresentaram identidade menor que 45% em relagdo aos outros locais.

Tabela 4: Distancia Genética e Identidade Genética (NEI, 1978) entre os locais de coleta

das amostras.

AL GL PG1 PG2 UFU
0,000 0,433 0,387 0,167 0,419 AL
0,838 0,000 0,966 0,433 0,980 GL
0,948 0,035 0,000 0,446 0,970 PG1
1,792 0,838 0,808 0,000 0,430 PG2
0,869 0,020 0,030 0,843 0,000 UFU
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PGI1: Reserva Ecoldgica do Panga coletada em 2012; PG2: Reserva Ecolégica do Panga coletada entre 2021
e 2023; AL: Fazenda Experimental Agua Limpa; GL: Fazenda do Campus Gléria; UFU: Campus Umuarama. Os

dados em vermelho indicam a identidade genética e em azul a distancia genética.

A Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) demonstrou trés agrupamentos com a mesma
distancia genética entre locais de coleta (Figura 6). Um dos agrupamentos apresentou as areas
do Campus Gloria, do Campus Umuarama e do Panga 1, e ambas areas do Panga (2021-2023)
e da Fazenda Agua Limpa ficaram isoladas dos demais. Isso pode ser explicado devido ao fato
que no ano de 2021, no més de setembro, houve um incéndio na Reserva Ecoldgica do Panga,
o que resultou na destrui¢cao de 200 hectares de vegetacdo e morte de diversos organismos
(CAVALCANTI, 2021). Apos o ocorrido, a primeira geragao de Xylocopa frontalis no local
possivelmente era originaria de diferentes locais e ndo totalmente provinda de descendentes da
populacdo original do Panga que foi dispersada, como corroborado pelos resultados

encontrados na tabela 3.

PCoA utilizando distancia de Nei

¢ PG2

& Sériel

Coord. 2

<GL
PG1/ UFU

Coord. 1

Figura 6. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) com base em dados de distdncia genética de Nei. Fonte:

Genalex

Apds teste de Mantel utilizando resultados da distancia genética de Nei e a distancia
geografica entre os pontos de coleta, era esperado encontrar valores inversamente
proporcionais, relacionando maiores distancias fisicas com menores identidades genéticas.

Porém, ndo foi possivel encontrar correlacdao entre esses valores como mostra a figura 7.
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Distancia geografica vs Distancia genética
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Figura 7. Teste de Mantel entre as distancias geograficas das areas e distancia genética entre as amostras. Fonte:

Genalex.

Analisando a distribuicdo dos haplotipos por meio da construcdo de uma rede (figura
8), foi possivel notar que mais da metade deles estdo relacionados diretamente com o haplétipo
21, que esta presente em todas as areas. Dentre os 21 encontrados, 16 pertencem a
exclusivamente uma area. Segundo a classificagdo proposta por Avise (2000), cinco padrdes de
distribuicdo espacial de gendtipos dentro de uma espécie podem ser observados. Ao analisar a
figura 8, verifica-se que o comportamento dos haplotipos se enquadra quinto padrao proposto,
onde ha haplétipos exclusivos distribuidos nos locais e fluxo génico médio limitado a distancia

percorrida pelas abelhas.
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B

L1 |
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Figura 8. Rede de hapldtipos onde os circulos representam os hapldtipos, com os tamanhos proporcionais a
quantidade de hapldtipos por amostra, e as linhas perpendiculares aos ramos ligantes dos circulos representam
passos mutacionais. Fazenda Agua Limpa: verde; Campus Umuarama: azul; Campus Gloria: laranja; Panga
(2012): rosa; Panga (2021-2023): roxo. Em vermelho estdo representados os vetores médios (haplotipos

hipotéticos). Fonte: adaptada de NETWORK

A area que possui maior quantidade de haplétipos exclusivos € o Panga (2021-2023),
com um total de oito. O distanciamento deles a direita da figura 8 pode ser explicada pelo
possivel afunilamento populacional ocorrido pelo incéndio no local e recolonizagdo por
individuos de areas adjacentes (figura 9). Devido a proximidade dos locais, e ndo existéncia de
barreiras geograficas, as populagdes sdo geneticamente proximas, demonstrando a
possibilidade de que no passado houvesse contatos frequentes entre as Xylocopa frontalis da

regido.
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Figura 9. Mapa aéreo dos locais de coleta de amostras proximas a cidade de Uberlandia-MG. Fonte: Google Earth.

Conclusao

Em sintese, o presente estudo buscou analisar geneticamente as populagdes de Xylocopa
frontalis em quatro diferentes locais ao longo em um intervalo de 11 anos e como fatores
estocasticos € nao estocasticos afetaram a dinadmica das populagdes. Os resultados obtidos
revelam que dentre os 21 haplétipos encontrados, aqueles que demonstraram maior distancia
filogenética em relacdo aos demais, eram exclusivos das amostras Reserva Ecologica do Panga
coletadas entre 2021 e 2023. Além disso, a identidade genética dessas em relacdo as outras
localidades se mostrou menor devido a um incéndio que reduziu a populaciao de Xylocopa no
local, com abelhas de diferentes areas se deslocando para o Panga posteriormente. Algumas
estratégias podem ser adotadas para melhorar andlises futuras e trazer mais informagdes sobre
a dinamica da populagdo na area estudada como o aumento do nimero de amostras de cada
area, amostragem de novas areas e as analises de sequéncias de outras regides mitocondriais e
nucleares. Diante do exposto, o estudo apresentado reafirma a relevancia da analise temporal
genética de populagdes em areas de preservagdo ambiental para uso sustentdvel na polinizagao
de culturas de importancia econdmica para o pais. Além disso, destaca a necessidade continua

de investigagdo e analise mais aprofundada sobre o assunto.
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