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Resumo
As “Abelhas das Orquideas” (Apidae, Euglossini) sdo importantes polinizadoras neotropicais,
denominacdo justificada, entre outras coisas, por duas caracteristicas de suas espécies: a
glossa, que ultrapassa ao menos metade do tamanho corp6reo, permitindo a busca de recursos
alimentares de forma generalista, e 0 habito de coleta de compostos aromaticos em variadas
fontes vegetais realizado pelos machos e associado, de forma ndo totalmente esclarecida, a
reproducdo. Euglossa cordata € uma espécie muito comum em cidades, que apresenta
comportamento primitivamente social e cujos ninhos, em geral pequenos, sdo frequentemente
reativados em relagdes entre mées e filhas, irmas ou, ainda, fémeas nio aparentadas. Embora
muito estudada em seus aspectos ecoldgicos e sociogenéticos, poucos sdo os trabalhos que
investigam a forma como se deu a ocupacao dos ambientes tdo diversos em que se encontra,
bem como os padrfes observados de distribuicio ao longo de é&reas mais extensas,
especialmente com a utilizacdo de mais de um tipo de marcador molecular. Os 229 espécimes
analisados nesse trabalho foram oriundos de 13 estados brasileiros distribuidos em cinco
regibes geograficas (Centro Oeste, Nordeste, Norte, Sudeste e Sul), e as analises genéticas
foram realizadas a fim de verificar o sugerido padréo de dispersdo sexo-assimétrico, examinar
sua estrutura populacional e sua diversidade genética, a partir da utilizacdo de fragmento do
gene mitocondrial 16S e de 15 locos microssatélites. Os 20 hapldtipos caracterizados
mostraram consideravel diversidade haplotipica e baixa diversidade nucleotidica. Além disso,
os resultados obtidos com o marcador mitocondrial assinalam certa heterogeneidade genética
entre as populacBes, ao passo que os locos microssatélites indicam maior homogeneidade
entre as mesmas, padrdo explicado pela relacdo entre dispersao e ocupacdo dos ambientes por
cada um dos sexos. A ocorréncia de fluxo génico, o presumivel elevado numero de
individuos, a auséncia de machos diploides e a grande diversidade alélica encontrados
sugerem boa saude populacional. O trabalho também recuperou uma discussdo sobre a
dificuldade de utilizacdo dos genes mitocondriais COl e CytB para essa espécie. Os dados
apontam, ainda, para a existéncia de grupos populacionais distintos associados as regides
litoraneas e do interior do pais, sugerindo duas rotas de dispersdo, 0 que ressalta a necessidade

da continuacgdo dos estudos com a espécie, abordando, por exemplo, analises filogeogréaficas.

Palavras-chave: dispersdo sexo-assimétrica; estrutura populacional; gene 16S; genética de

populacdes; Hymenoptera; marcadores moleculares; microssatélites.
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Abstract
Orchid bees (Apidae, Euglossini) are important Neotropical pollinators. Two main features
characterize these species: the tongue, which reaches at least half the body length, enabling
the search for food resources in general, and the habit on the part of males of collecting
aromatic compounds from various plant sources, which is a behavior that is unclearly
associated with reproduction. Euglossa cordata is commonly found in cities and has primitive
social behavior. Its nests are generally small and often reactivated in relationships between
mothers and daughters, sisters or even unrelated females. Although Eg. cordata has been
widely studied with regard to ecological and sociogenetic aspects, few studies have
investigated how its occupation of the different environments occurs or its patterns of
distribution over larger areas, especially with the use of more than one type of molecular
marker. The 229 specimens analyzed were from 13 different Brazilian states distributed
among the five major geographical regions (central, northeastern, northern, southeastern and
southern Brazil). Genetic analysis were performed to verify the suggested sex-biased dispersal
pattern, as well as determine population structuring and genetic diversity through the analysis
of the mitochondrial 16S gene fragment and 15 microsatellite loci. The 20 characterized
haplotypes showed considerable haplotype diversity and low nucleotide diversity. The results
of the mitochondrial marker analysis also indicate certain genetic heterogeneity among
populations, whereas the microsatellite loci indicate greater homogeneity among populations,
which is explained by the relationship between dispersal and occupation of the environments
by each of the sexes. The occurrence of gene flow, the presumed high number of individuals,
the absence of diploid males and the great allelic diversity found suggest a health population.
In addition, this work recovered a discussion about the difficulty of amplification of the
mitochondrial genes COIl and CytB for this species. The data also point to the existence of
distinct population groups associated with the coastal and inland regions of the country,
suggesting two dispersal routes, which underscores the need for further studies on the species,

involving, for example, phylogeographic analysis.

Keywords: 16S gene; Hymenoptera; microsatellite loci; molecular markers; population

genetics; population structure; sex-biased dispersal.
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1. Introducéo

A ordem Hymenoptera (Linnaeus, 1758), dividida nas subordens Symphyta (sinfitas) e
Apocrita (abelhas, formigas e vespas), ¢ uma das mais ricas da classe Insecta, com mais de
153 mil espécies descritas (Aguiar et al., 2013), que comecaram a se diversificar ha cerca de
281 milhdes de anos (Peters et al., 2017).

Incluindo uma quantidade expressiva de polinizadores (Alves-dos-Santos et al., 2016;
Cabral e Pansarin, 2016; Ballantyne et al., 2017; Srbek-Araujo et al., 2017; Rodrigues et al.,
2017), a importancia do grupo se estende ao controle biolégico de pragas (Prezoto e
Machado, 1999; Elisei et al., 2010; Salgado-Neto e Lopes-da-Silva, 2011; Silva et al., 2017)
as espécies parasitoides (Sobczak e Neto, 2015) e as de interesse econdémico (Gaglianone et
al. 2010; Sabbag e Nicodemo, 2011; Oliveira et al., 2015; Cerqueira e Figueiredo, 2017).

A origem das abelhas (Aculeata: Apoidea: Anthophila) foi estimada no periodo
Cretaceo, entre 113 e 132 milhdes de anos, com sua diversificacdo acompanhando a evolugéo
das plantas angiospermas, coincidindo com um aumento nas formas especializadas de
polinizacdo encontradas nessas plantas (Cardinal e Danforth, 2013). O habito herbivoro, em
substituicdo ao predatorio, é tido como um dos principais responsaveis pela grande
diversificacdo do grupo (Cardinal e Danforth, 2013; Peters et al., 2017), que hoje deve contar
com cerca de 20 mil espécies existentes (Michener, 2007), das quais estima-se que 3 mil
sejam encontradas no Brasil, desde solitarias a completamente sociais, com e sem ferrdo
(Silveira et al., 2002).

Além da variedade de espécies e comportamentos, da importancia como polinizadoras
(Klein et al., 2007), da distribuicdo cosmopolita (Danforth et al., 2013) e dos indmeros
produtos que fornecem nao s6 aos humanos, mas também a outras espécies, as abelhas atraem
a atencdo dos pesquisadores tambeém pela forma de determinacdo sexual, em que apenas as
fémeas apresentam diploidia das células somaticas (Figura 1). Na haplodiploidia ndo ha
dependéncia de cromossomos sexuais distintos, mas do nimero de conjuntos cromossémicos
presentes. Ocorre, ainda, o sistema complementar de determinacdo de sexo, em que a
heterozigosidade ou a homozigosidade no loco sexual envolvido levam, respectivamente, a
producdo de fémeas normais ou de machos inviaveis (estéreis ou de vida muito curta), sendo

os individuos hemizigotos para esse loco, machos normais (van Wilgenburg et al. 2006).
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Figura 1 — Determinaco do sexo em abelhas.

& ¢ (2n) &‘ 7n)

gameta (n) gameta (n) gameta (n)
partenogénese fertilizagdo
d (n) ? (2n)

N: haploide; 2n: dipléide; &: macho Q: fémea
Imagem: Paula Goria

1.1. Euglossini

A tribo Euglossini, da Familia Apidae (superfamilia Apoidea) constitui, ao lado das tribos
Apini, Bombini e Meliponini, o grupo de abelhas corbiculadas que, além de relevantes
econémica e ecologicamente, incluem espécies com eusocialidade complexa, tornando-se
importantes para o entendimento da evolucdo do comportamento social (Romiguier et al.
2015). Abelhas corbiculadas recebem esse nome em razdo das fémeas de espéecies nao
parasitas apresentarem uma estrutura concava nas tibias posteriores, utilizadas no transporte

de pdlen e outros materiais em voos de forrageamento, a corbicula (Engel, 1999) (Figura 2).

Figura 2 — Corbicula de Euglossa sp.

Foto: Paula Géria

Conhecidas como “Abelhas das Orquideas”, Euglossini reune cinco géneros:

Eufriesea Cockerell, 1908, Euglossa Latreille, 1802, Eulaema Lepeletier, 1841, Exaerete
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Hoffmannsegg, 1817 e Aglae Lepeletier e Serville, 1825 e mais de 200 espécies descritas
(Nemésio, 2009; Ramirez et al., 2010, Nemésio e Rasmussen, 2011). Como proposto por
Dressler (1982), serdo utilizadas as abreviagdes seguintes: Eg. para Euglossa, El. para
Eulaema, Ef. para Eufriesea e Ex. para Exaerete, contrariando a nomenclatura taxonémica
usual que abrevia apenas a primeira letra do nome genérico das espécies, garantindo que ndo
haja mal entendidos decorrentes das semelhancas entre as primeiras letras.

A coloragdo dos individuos é, em geral, metalizada e facil de ser observada devido a
ocorréncia de poucos pelos no corpo (exceto nas abelhas do género Eulaema) (Figura 3a). As
cores variam principalmente do verde ao azul, mas também se observam, por exemplo,
individuos de cor violeta ou de coloracdo metélica enegrecida (Giangarelli et al., 2009;
Nemésio e Martins, 2013).

O género Aglae (com apenas uma espécie descrita, Aglae caerulea) é pouco observado
na natureza, com abelhas de coloracdo azulada, medindo entre 2 e 2,8 cm (Figura 3b), sendo
as fémeas cleptoparasitas do género Eulaema (Anjos-Silva et al., 2006; Martins et al., 2016).
Exaerete é representado por espécies de tamanho variavel entre 1,8 e 2,8 cm (Figura 3c), de
coloracdo verde ou azulada, cleptoparasitas de Eulaema e Eufriesea (Nemésio, 2009). Os
outros trés géneros, Eulaema, Eufriesea (Figura 3d) e Euglossa (Figura 4), sdo os mais

numMerosos em espécies descritas, representando aquelas de vida livre.

Figura 3 — Representantes de quatro géneros da Tribo Euglossini.

a:Vista lateral direita de macho de Eulaema meriana; b:Vista dorsal de macho de Aglae
caerulea (Foto: Barbara Strnadova); c:Vista dorsal de macho de Exaerete frontalis;
d:Vista lateral esquerda de fémea de Eufriesea sp. (Fotos a, ¢ e d: Paula Géria) 3
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Figura 4 — Vista lateral de fémea de Euglossa sp.

0,2cm

Foto: Paula Géria

Essas abelhas estdo distribuidas na regido neotropical (Ramirez et al., 2010) e todos 0s
cinco géneros ocorrem no Brasil (Martins et al.,, 2016; Brito et al., 2017), tendo sido
observados em ambientes muito distintos em suas fitofisionomias e dominios climaticos,
como, por exemplo, no Cerrado, em florestas pluviais, monoculturas de -eucaliptos,
vegetacOes riparias, restingas e areas urbanas (Carvalho et al., 2006; Lopez-Uribe et al., 2008;
Silva et al., 2009; Ceréntola et al., 2011; Faria e Silveira, 2011; Neto et al. 2012; Nascimento
et al., 2015; Knoll, 2016; Antonini et al., 2017; Moreira et al., 2017; Tosta, et al., 2017). A
lingua (glossa) comprida, caracteristica da tribo, permite que essas abelhas visitem flores de
formatos e tamanhos variados (Borrell, 2005), contribuindo para seu papel como um dos
principais grupos polinizadores neotropicais (Ramirez et al., 2010). Como séo generalistas,
utilizando inimeras familias de angiospermas, sua distribuicdo ndo € necessariamente restrita
as de espécies de plantas em particular (Dick et al., 2004), e sua capacidade de voo,
reconhecidamente ampla (com v6os de 23 e 50 km documentados) (Wikelski et al.; Janzen,
1971; Pokorny et al., 2015), também favorece a ocupacao de inUmeros ambientes.

A relacdo com as orquideas, que d& o nome popular ao grupo, estd associada ao
comportamento dos machos de coleta de fragrancias para producdo de buqué de odores que
armazenam na tibia da perna posterior (Figura 5). De fato, 675 espécies de orquideas
dependem exclusivamente de machos de Euglossini para polinizacdo (Dick et al., 2004) e, da
observacdo de 282 espécies de plantas visitadas por machos de Euglossini para aquisi¢do de

esséncias, 84 % eram de espécies de orquideas (Ramirez et al., 2002).
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Figura 5 — Metatibia de macho de Euglossa sp.

Detalhe para a abertura na porcéo superior em que séo inseridas as esséncias coletadas.
Foto: Paula Géria

Entretanto, analises posteriores verificaram que apenas pequena parcela dos
compostos volateis coletados por machos de Euglossini (cerca de 8 %) era advinda de
orquidaceas polinizadas pelo grupo e indicaram uma assimetria na dependéncia da relacéo
(Ramirez et al., 2011), j& que as fragrancias sdo coletadas em fontes variadas, como flores e
vegetais em decomposicao, fungos e diversos tipos de flores ndo orquidaceas.

O uso desses compostos pelos machos esta associado a reproducdo, de forma ainda
ndo totalmente esclarecida, provavelmente relacionada a sinalizacdo espécie-especifica, além
de poder indicar, a fémea, em algum grau, a aptiddo do macho que esta pleiteando a copula,
ou, talvez, servir como substancia atrativa, facilitando o encontro entre os individuos, guiando
a fémea até os machos (Zimmermann et al., 2009; Weber et al., 2016).

Outra caracteristica da tribo também chama a atencao de pesquisadores: a auséncia de
comportamento social avancado, presente nas outras tribos de abelhas corbiculadas, o que
coloca o grupo em posicdo chave no que diz respeito as investigacbes da evolucdo do
comportamento altamente social (Ramirez et al., 2010).

Os ninhos de Euglossini sdo pequenos, com células confeccionadas em barro, resina e
outros materiais retirados do ambiente, bem como em cavidades pré-existentes que algumas
espécies utilizam para nidificacdo (Wcislo et al., 2012); entretanto, encontrar ninhos na
natureza € incomum, tanto por seu tamanho quanto pela variedade de tipos de substratos
potencialmente utilizados.

Quando mais de uma fémea adulta é observada, o que pode ocorrer durante

reativacfes de ninhos, elas guardam relacdo de parentesco muito préxima, em geral, mée e
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filha, ou irmas, sendo raramente observadas fémeas ndo relacionadas (Zimmermann et al.,
2009, Augusto e Garofalo, 2011; Freiria et al., 2017). Néo existe divisdo de castas
fisiologicamente determinadas, sendo todas as fémeas potencialmente reprodutoras;
entretanto, sdo observados relacdo de dominéncia e comportamentos agonisticos em algumas
espécies (Garofalo, 1985; Augusto e Gardfalo, 2011; Freiria et al., 2017).

O uso de ninhos-armadilhas tem contribuido para maior conhecimento sobre a
biologia das espécies da tribo (Andrade et al., 2016; Augusto e Garéfalo, 2004; Souza, 2007,
Oi, 2010; May-Itza et al., 2014) e a facilidade na utilizacdo de iscas-odores, mimetizando 0s
compostos que atraem os machos, tem agregado informac6es sobre abundancia e distribuicao
das espécies.

A literatura, portanto, cresceu substancialmente nos ultimos anos, incluindo trabalhos
voltados a genética e ndo apenas a ecologia do grupo, mas ainda ha sérias lacunas que

precisam ser preenchidas.

1.2. A proposta de nova nomenclatura: Euglossa carolina
A denominacdo Euglossa carolina tem sido proposta por Nemeésio (2009) em substituicéo
ao que hoje chamamos de Euglossa cordata.

Segundo o autor, o verdadeiro espécime tratado como Apis cordata Linnaeus, 1758 —
fazendo referéncia ao “abdomen em forma de coragdo” — e, posteriormente, incluido no
género Euglossa, sob o nome especifico de Euglossa cordata, ainda ndo foi completamente
estudado (devendo representar abelhas encontradas na Amazodnia setentrional).

A discussdo feita por Nemésio (2009) em sua chave de identificacdo refere-se,
primeiramente, a um suposto equivoco de Moure (1960) ao visitar o Museu de Histéria
Natural em Estocolmo, na Suécia, examinando um exemplar que acreditou ser a abelha
descrita por Linnaeus (1758).

Por uma série de supostos mal-entendidos, desde um provavel erro tipogréfico até
leitura equivocada de anotacBes, o verdadeiro hol6tipo de Linnaeus (1758), que hoje se
reconhece ser uma fémea depositada no Museu de Evolucdo em Uppsala, também na Suécia,
ndo seria 0 mesmo utilizado como espécime-tipo para as identificacbes taxondmicas desde
entdo. Os trabalhos hoje realizados com Euglossa cordata sdo baseados na descricdo de
Moure (Rebélo e Moure, 1995), e ndo se refeririam, portanto, ao espécime de Linnaeus

(1758), mas a abelha depositada em Estocolmo (Nemésio, 2009).
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No presente trabalho, por questdes praticas (comparagdo com outros trabalhos,
manutengdo do nome tradicionalmente aceito e auséncia de identificagdo taxondomica oficial
da verdadeira abelha brevemente descrita por Linnaeus, 1758), optou-se por continuar
empregando o nome especifico Euglossa cordata, utilizando as descri¢des das chaves de
Rebélo e Moure (1995) para machos de Eg. cordata e de Nemésio (2009) para Eg. carolina
na identificacdo dos espécimes, pois entendeu-se que se tratam da mesma espécie, até que
haja uma descricdo para o verdadeiro hol6tipo de Apis cordata Linnaeus, 1758, depositado no
Museu de Evolugéo, em Uppsala.

Para 0 embasamento da escolha, foi realizada ainda comparacdo de fragmento do gene
mitocondrial 16S de individuos identificados como Eg. cordata e Eg. carolina, como descrito
no item 4.3.1.

1.3. Euglossa cordata

Mais de 120 espécies estdo descritas no género Euglossa Latreille, 1802 (Nemésio e
Rasmussen, 2011), nimero que ultrapassa a metade de todas as especies atribuidas a tribo
Euglossini. Estdo presentes do México a Argentina e, do total de espécies descritas, 35
ocorrem no Dominio da Mata Atlantica (Nemésio, 2009). A quantidade reduzida e esparsa de
pelos no corpo expde a coloracdo metélica que vai do verde ao vermelho, passando pelo azul
e 0 roxo, e o0s individuos apresentam de 10 a 16 mm de comprimento (Nemesio, 2009).

Eg. cordata (Figura 6) é, com frequéncia, documentada como espécie abundante nas
cidades (Lopez-Uribe et al., 2008; Cerantola et al., 2011; Grandolfo, et al., 2013), podendo
ser vista, por exemplo, visitando flores de Thevetia peruviana (Apocynaceae), importante
fonte de néctar onde é comum encontrar fémeas da espécie (dificeis de serem encontradas na
natureza), ou flores de Tecoma stans (Bignoniaceae), embora mais raramente (Lopez-Uribe et
al., 2008; Cerantola et al., 2011).

Apesar do tamanho, parecem ser capazes de sobrevoar longas distancias (Tonhasca Jr.
et al., 2002; Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2005), estando presentes em areas preservadas
(Rocha-Filho e Garofalo, 2013), mas também associadas a ambientes alterados (Silva e
Rebélo, 2002; Knoll, 2016) e a areas abertas (Faria e Silveira, 2011; Moreira et al., 2017).
Estudos sobre forrageamento e reutilizacdo de ninhos apontam para filopatria das fémeas de
Eg. cordata (Gardfalo, 1992; Lopez-Uribe et al., 2008; Augusto e Garofalo, 2011; Freiria et

al., 2017), sendo a dispersédo sexual possivelmente favorecida pelos machos.
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Figura 6 — Macho de Eg. cordata recém emergido de ninho-armadilha para o interior de tubo de ensaio.

Foto: Paula Goéria

Durante a fundacdo do ninho, as poucas células (criadas e aprovisionadas uma a uma),
sdo construidas com resinas encontradas por uma Unica fémea fundadora, que permanece no
ninho até a emergéncia completa da prole, a ndo ser pelos voos de forrageamento em busca de
recursos (Gardfalo, 1985; Augusto e Garofalo, 2011). Mesmo durante as ja citadas
reativacdes, quando existem outras fémeas compartilhando o espaco e 0s materiais do ninho
anterior, uma fémea é dominante sobre suas irmas, filhas, primas ou eventuais fémeas nao
aparentadas (Augusto e Garofalo, 2011; Freira et al., 2017). Os comportamentos agonisticos
sdo frequentes, variando desde intimidacdo até oofagia de células ovipositadas por fémeas
subordinadas (Augusto e Garofalo, 2011). O comportamento social da espécie tem sido
caracterizado como primitivamente social (Freiria et al., 2017).

Os ninhos, geralmente, situam-se em arvores, no solo ou em cavidades preexistentes
diversas, criadas pelo homem ou naturais, como os recém encontrados ninhos de Eg. cordata
em estolhos de bromélias (Boff e Alves-dos-Santos, 2018). A dificuldade em encontra-los
pode se tornar um obstaculo para o estudo in situ. Além disso, a maioria dos trabalhos com a

espécie prioriza machos devido a facilidade no uso das iscas atrativas quando comparada ao
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encontro e acompanhamento de ninhos na natureza. Tais fatores explicam o pouco

conhecimento sobre a biologia intranidal e reprodutiva.

1.4. Marcadores moleculares mitocondriais e locos microssatélites

Apesar dos varios trabalhos anteriormente citados realizados especificamente com Eg.
cordata ou que, de alguma forma, examinaram aspectos da biologia da espécie, os titulos em
que analises genéticas foram efetuadas sdo consideravelmente menos numerosos e
compreendem, em geral, pesquisas em areas restritas, a nivel estadual, no maximo.

Embora se observe um aumento no nimero desses trabalhos (Lopez-Uribe e Del
Lama, 2007; Cerantola et al., 2011; Souza et al., 2010; Oi et al., 2013; Rocha-Filho et al.,
2013; Boff et al., 2014; Freiria et al., 2017; Costa, 2017; Martins, 2017), outros aspectos da
biologia de Eg. cordata ainda permanecem desconhecidos ou pouco explorados (desde os que
podem ser observados empiricamente, como o0 comportamento de corte, por exemplo, até
aqueles que podem ser acessados pelos marcadores moleculares, como variabilidade genética
e estrutura populacional, ou mesmo a sugerida existéncia de pseudogenes ou heteroplasmia
(Oi, 2010) ), demonstrando que ainda ha muita informacéo a ser coletada para além dos dados
de abundancia e distribuicéo.

Além disso, a maioria dos trabalhos inclui apenas dados de microssatélites ou nao
foram publicados, até o momento. De fato, no GeneBank, hd apenas trés sequéncias

disponiveis do gene COI para a espécie (https://www.ncbi.nlm.nih.gov), ainda que trabalhos

tenham envolvido analises com genes mitocondriais (Oi, 2010; Costa, 2017; Martins, 2017) e
gue essa seja uma pratica comum para outras especies de Euglossini, como pode ser
observado em algumas das referéncias abaixo.

Marcadores mitocondriais sdao amplamente utilizados para investigar as relacdes
evolutivas entre os grupos (Abrahamczyk et al., 2013; Mao et al., 2014; Ramirez et al., 2015;
Ferrari et al., 2017), identificar espécies (Hebert et al., 2003; Lopéz-Uribe e Del Lama, 2007,
Derycke et al., 2010), acessar a diversidade genética (Suzuki et al., 2010; Penha et al., 2015;
Lopéz-Uribe et al., 2014), comparar populacdes acerca de sua estruturacdo (Moreira et al.,
2015; Luna-Lucena et al., 2017) e sugerir padroes filogeograficos de distribuicdo (Dick et al.,
2004; Frantine-Silva et al., 2017), entre outras analises, fornecendo inimeros dados para a

genética de populacGes e evolutiva.
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A utilizacdo de sequéncias de DNA mitocondrial (mtDNA) pode trazer algumas
vantagens quando comparada as limitacdes de outros tipos de marcadores. O acimulo de
mutacdes nucleotidicas no mtDNA, por exemplo, ocorre, em geral, mais rapidamente do que
aquelas observadas no DNA nuclear; logo, em comparacdo, pode haver um maior nimero de
diferencas observaveis nas popula¢fes quando se analisam marcadores mitocondriais (apesar
de cada individuo ser, na maior parte dos casos, homoplasmico, isto €, compartilhar em todas
as suas mitocdndrias um hapldtipo Gnico). Além disso, 0 mtDNA ¢é herdado de forma
uniparental, podendo servir para analises de historias matrilineais, seja a nivel individual ou
de populagtes (Avise, 2009).

Os marcadores microssatélites (Simple Sequence Repeat, SSRs) também fornecem
inimeras informagdes valiosas. Sendo sequéncias curtas de nucleotideos repetidas
adjacentemente ao longo do genoma de forma hipervariavel, podem ser utilizados, entre
outras andlises, para diferenciar individuos e aferir relacbes de parentesco em variados niveis
dentro de populacdes (LOpez-Uribe et al., 2015; Freiria et al., 2017), bem como verificar a
presenca ou auséncia de fluxo génico (Zimmermann et al., 2011; Freiria et al., 2012; Boff et
al., 2014; Rosa et al., 2016), sendo indicados para analises de eventos mais recentes do que
aqueles percebidos pelos estudos com mtDNA (Turchetto-Zolet et al., 2013).

Para essa espécie, algumas caracteristicas poderiam ser entendidas com a utilizacédo
conjunta desses marcadores, tais como a estruturacdo e variacdo genética de forma mais
ampla, o padrdo de dispersdo sexual e a forma provavel como a ocupacdo dos ambientes

ocorreu.

10
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2. Justificativa

Considerando que: i) Eg. cordata é uma espécie amplamente distribuida, observada
em grande parte dos territorios reconhecidamente ocupados pela tribo Euglossini; ii) os
poucos trabalhos genéticos realizados, particularmente quando se trata de abranger uma area
geografica mais ampla; iii) as lacunas que ainda existem sobre a biologia da espécie, tais
como: o entendimento do provavel padrdo de dispersdo sexual dos individuos, da maneira
como se deu a ocupagdo dos habitats por essas abelhas, de sua estrutura e diversidade
genética, e a dificuldade de amplificacdo de alguns genes mitocondriais que poderiam indicar
a presenca de pseudogenes ou heteroplasmia (e que talvez tenham relagdo com o uso
predominante de marcadores microssatélites em detrimento dos mitocondriais na maioria dos
trabalhos), por exemplo; iv) a oportunidade de utilizagdo de informagOes, tanto nucleares
(SSRs) quanto organelares (mtDNA), para analise de popula¢cdes amplamente distribuidas no
territorio brasileiro e v) a crescente e preocupante degradacdo dos ambientes naturais, €
imprescindivel que novas informacGes sejam obtidas e organizadas a fim de se conhecer
melhor a biologia da espécie e, por consequéncia, fornecer subsidios que contribuam para sua
preservacdo, além de acrescentar conhecimentos que auxiliem na compreensdo sobre a forma
como a dispersdo pode ter influenciado em sua diversificacdo, ou, ao menos, subsidiem a

escolha e realizacdo de novas analises.

11
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3. Objetivo

O trabalho busca, a partir de informac6es obtidas em analises de fragmento de gene
mitocondrial e marcadores microssatélites, abordar aspectos genéticos de populacdes de Eg.
cordata amplamente distribuidas.

Desta forma, tornam-se objetivos especificos do presente trabalho:
i) Ampliar o conhecimento sobre a distribuicdo de Eg. cordata, acrescentando informacgdes
sobre métodos de coleta utilizados;
ii) Utilizar marcadores moleculares dos tipos mitocondrial e microssatélites para investigar a
estrutura e variacdo genética das populacdes de Eg. cordata distribuidas nas cinco regies
geograficas brasileiras, bem como a sugerida dispersao sexo-assimétrica;
iii) Recuperar e aprofundar discussdes de trabalhos anteriores, contribuindo com dados para

futuras pesquisas que envolvam novas e variadas analises.

12
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4. Material e Métodos
As secOes seguintes indicam a area de abrangéncia do estudo, as formas como foram
adquiridos os espécimes e 0s passos que se seguiram desde a obtencdo do material genético

até sua analise.

4.1. Material bioldgico e area de estudo

Foram analisados 229 individuos, entre machos e fémeas de Eg. cordata, provenientes
de 46 localidades (Apéndice A), distribuidas entre 13 estados brasileiros: Alagoas (AL),
Amapa (AP), Amazonas (AM), Bahia (BA), Ceara (CE), Espirito Santo (ES), Mato Grosso do
Sul (MS), Para (PA), Paraiba (PB), Parana (PR), Maranhdo (MA), Rio de Janeiro (RJ) e Sdo
Paulo (SP) (Figura 7), contemplando diferentes dominios morfoclimaticos e graus variados de

urbanizacao.

ra 7 — Mapa politico do Brasil com as localidades estudadas.

gy

Figu

As 46 localidades amostradas no presente trabalho estdo representadas pelos pontos em 13
amarelo. N: Norte. Mapa gerado a partir do software DIVA-GIS 7.5.
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As abelhas estudadas foram provenientes de novas coletas em campo, de amostras
cedidas por pesquisadores colaboradores (espécimes com material genético previamente
extraido, individuos inteiros, pernas ou antenas) e de trabalhos anteriores realizados no
Laboratério de Genética Evolutiva de Himenopteros no Departamento de Genética e
Evolucdo da Universidade Federal de Sado Carlos (LGEH, DGE, UFSCar), armazenadas na
forma de extragdes de DNA (Apéndice B).

4.1.2. Coleta e identificacao de novos espécimes

Foram realizadas expedicdes de coleta nas cidades de Terra Roxa (perimetro urbano),
Campos do Jorddo (Horto Florestal) e Sdo José dos Campos (Parque Municipal Roberto Burle
Marx e em domicilio localizado na regido central), localizadas no estado de S&o Paulo, e em
Sapucai Mirim (zona rural), no estado de Minas Gerais, entre 0s meses de marco e dezembro
de 2016 e em janeiro e abril de 2017.

Garrafas entomoldgicas foram confeccionadas segundo aparato descrito por Campos
et al. (1989): uma garrafa pet com quatro furos dispostos simetricamente, cada um com 1 cm
de didmetro, contendo um chumaco de algoddo preso a tampa por barbante e embebido em
composto volatil. O aromatizante de ambientes Coala® Eucalipto Globulos (6leo essencial de
Eucalyptus globulus) foi escolhido pela facilidade de aquisicdo em supermercados e por
apresentar similaridade atrativa quando comparado aos compostos isolados; além disso, o
eucaliptol € indicado como uma das esséncias mais atrativas para machos de diversas espécies
de Euglossini (Peruquetti, et al., 1999; Sofia e Suzuki, 2004; Costa, 2017).

Durante as coletas, uma garrafa era pendurada a uma altura de, aproximadamente, 1,5
m do solo, em galhos de arvores preferencialmente iluminados pelo sol para auxiliar a
volatilizacdo do composto, continuamente reposto quando o algoddo apresentava aspecto
seco, a cada 30 minutos a uma hora. A observacao foi continua, em geral ocorrendo entre 9 h
e 15 h, de modo que os periodos de maior atratividade das abelhas estudadas pela isca odor
estivessem inclusos (Rebélo e Silva, 1999; Brito e Régo, 2000; Justino e Augusto, 2010).

Optou-se pela mudanca do método de captura a fim de evitar o sacrificio de espécimes
em niimero maior do gque o necessario para as analises, substituindo o uso de garrafas pelo de
gaze ou algoddo embebido no composto atrativo, afixados por fita adesiva a troncos de
arvores bem iluminados. Os individuos foram coletados em sacos ou potes plasticos e

imediatamente acondicionados em uma caixa térmica com gelo por cerca de trés minutos para
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que a baixa temperatura 0s mantivesse em torpor. Apds a imobilizacédo, foi realizada triagem
considerando aspectos morfolégicos possiveis de serem observados a olho nu e que séo
caracteristicos, mas ndo exclusivos, de machos de Eg. cordata: as manchas paraocular e malar
completas, que juntas se assemelham a letra “L”, e mancha do escapo recobrindo,
aproximadamente, trés quartos de sua por¢do anterior (Rebélo e Moure 1995; Nemésio 2009)
(Figura 8). Apenas individuos que exibiram essas trés caracteristicas foram mantidos
refrigerados e em tubos com alcool etilico 75% para o transporte e confirmacdo da
identificacdo, sendo o restante devolvido ao ambiente apés a fase de torpor.

Figura 8 — Macho de Eg. cordata em vista frontal.

Estrutura destacada no excerto superior esquerdo: escapo da antena com mancha branco-marfim.
Estruturas destacadas no excerto inferior esquerdo: mancha paraocular (verticalmente) e mancha malar
(horizontalmente), formando um aspecto de letra “L”. Fotos: Paula Goria

Com auxilio de estereomicroscopio — Leica DFC450 — acoplado a um computador, 0s
espécimes coletados foram comparados as descri¢des de Rebélo e Moure (1995) e Nemésio
(2009) para, posteriormente, terem seu DNA extraido. Esse procedimento também foi adotado

para as amostras recebidas de colaboradores.
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Em uma expedicdo de coleta realizada por outro grupo em nosso laboratério, na zona
rural da cidade de S&o Carlos (SP), uma fémea de Eg. cordata foi capturada terminando uma
oviposicdo em ninho-armadilha, em fevereiro do ano de 2017. A entrada do ninho,
confeccionado em bambu, foi acoplado um tubo de ensaio para acompanhamento da
emergéncia dos individuos que, quando possivel, foram marcados e tiveram uma antena

retirada antes de serem soltos na natureza (Figura 9).

Figura 9 — Ninho-armadilha utilizado por Eg. cordata e individuo recém emergido.

a) Vista interna de ninho-armadilha confeccionado em gomo de bambu de 30 cm contendo 10 células ja
vazias de Eg. cordata. b) Vista externa do mesmo ninho-armadilha com tubo de ensaio acoplado a ponta
aberta do bambu. ¢) Macho de Eg. cordata marcado na regido toracica e sem uma das antenas.

Fotos: Paula Géria.

4.2. Obtencao do material genético

Durante a extracdo do DNA total das amostras seguiu-se principalmente o protocolo
Fenol-Cloroformio, modificado de Sheppard & McPheron (1991), com a utilizacdo de pernas
ou térax do individuo, sendo o material extraido ressuspenso em 30 — 50 pl de TE 1X.

Para algumas amostras o protocolo de extracdo escolhido foi o de CHELEX,
modificado de Walsh et al.(1991), mantendo o produto precipitado junto ao sobrenadante ao
final da extracdo. Foram utilizadas pernas ou, na auséncia dos individuos voucher, uma antena
inteira (casos em que houve marcacéo, retirada da antena e posterior soltura do inseto).

A solugdo com DNA foi armazenada em freezer a temperatura de — 20 °C.

4.3. Amplificacéo e sequenciamento de DNA mitocondrial
Parte dos dados moleculares foram obtidos a partir do sequenciamento de um
fragmento de, aproximadamente, 580 pares de bases (pb) do gene mitocondrial 16S
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(subunidade ribossomal), incluindo as sequéncias dos primers, posteriormente retiradas das
analises. Além disso, foram amplificados fragmentos de 629 pb do gene da subunidade | da
citocromo oxidase ¢ (COIl) e de 485 pb do gene citocromo b (CytB), incluindo as sequéncias
dos respectivos primers, utilizadas nas analises para comparacdo com trabalho anterior (Oi,
2010).

A reacdo de amplificacdo (PCR) do fragmento do gene 16S foi realizada em mistura
contendo 2 ul. de DNA extraido, 250 uM de cada dNTP, 1 X tampdo Invitrogen, 5 mM de
MgCl,, 1U de Taq Polimerase, 0,5 uM de cada um dos primers — 16SWb (Cameron et al.
1992) e 874-16S1R (Dowton e Austin 1994) —, e 4gua para um volume final de 25 pL.

O programa de amplificacdo no termociclador seguiu o protocolo utilizado por Lopez-
Uribe (2006) com pequena modificagdo, mantendo trés diferentes temperaturas para
i: desnaturagdo da fita de DNA durante trés minutos a temperatura de 94° C;

ii: ciclos com trés diferentes temperaturas em sequéncia, cada uma durante 45 segundos: 94,
46° C e 72° C, repetidos por cinco vezes;

iii: ciclos com trés diferentes temperaturas em sequéncia, cada uma durante 45 segundos: 94,
48 ° C e 72° C, repetidos por cinco vezes;

iv: ciclos com trés diferentes temperaturas em sequéncia, cada uma durante 45 segundos: 94,
50°C e 72° C, repetidos por 30 vezes;

v: extensdo final durante dez minutos a 72° C.

Os fragmentos dos genes COI (Dick et al. 2004, Afonso 2012) e CytB (Crozier et al.
1991) foram amplificados com volumes de PCR contendo 2 pul. de DNA e 23 uL de
reagentes, seguindo os protocolos utilizados por Oi (2010).

Apos visualizacdo dos produtos de PCR em gel de agarose 1%, utilizou-se 8 pL do
DNA amplificado e 2 pL da enzima Illustra™ ExoProStar™ para a reagdo de purificacdo dos
amplicons, conforme instrucdes do fabricante.

O sequenciamento foi realizado com kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems) e,
ap0Os precipitacdo das amostras, utilizando isopropanol 75% e etanol 70%, essas foram
submetidas ao sequenciador automatico (ABI 3700, Applied Biosystems) de forma a retornar
dois eletroferogramas para cada individuo, um representando a fita Forward (F) e o outro a
fita Reverse (R) do fragmento de DNA.
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4.3.1. Anélise do DNA mitocondrial

No software Codon Code Aligner 6.0.2 (CodonCode Corporation®, 2002-2015), que
permite a visualizagdo de picos representando as bases nitrogenadas ordenadas
adjacentemente, foram analisadas as sequéncias obtidas, sendo selecionadas aquelas nas quais
os eletroferogramas de ambas as fitas F e R trouxeram informacgdes inequivocas a respeito da
composi¢do nucleotidica. Eventuais duvidas foram solucionadas comparando-se as duas fitas
e, apls edicdo (resolucdo de missing data na forma de “Ns”), uma sequéncia consenso foi
gerada para cada uma das amostras.

O alinhamento foi realizado no software Bioedit® 7.1.9 (Hall, 1999). Um arquivo de
texto foi montado com a totalidade das sequéncias consenso, cada uma com um nome
referente a amostra da qual foi proveniente. Entre as disponiveis, foi escolhida a ferramenta
CLUSTAL W, que permite o alinhamento de multiplas sequéncias de DNA ou proteina
(Thompson et al. 1994). Nesse passo, foram incluidas sequéncias obtidas de individuos de Eg.
securigera para solucdo de possiveis duvidas em relacéo a identificacdo, uma vez que o 16S
parece apresentar baixa variacdo intraespecifica, mas grande variacéo interespecifica, segundo
analises de Lopez-Uribe e Del Lama (2007), utilizadas para comparacao.

O ndmero de mutacdes (n) e o de sitios variaveis (S), 0 nimero médio de diferencas
nucleotidicas (k), a diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (), o contetdo de Ce G e a
separacdo das sequéncias nos diferentes haplétipos gerados, foram dados obtidos a partir do
software DNAsp 5.10 (Librado et al. 2009) e utilizados para inferir a diversidade genética
presente entre as amostras.

A estrutura genética populacional revela como a variacdo genética estd particionada
entre e dentro de populac6es e sua quantificacdo é comumente realizada empregando métodos
baseados na estatistica-F de Wright (1951). A Andlise de Variancia Molecular (AMOVA),
calculada a partir da estatistica-® (Weir e Cockerham, 1984), analoga a estatistica-F, além de
comparar  frequéncias génicas, fornece informacdes sobre a natureza e quantidade das
mutacOes, utilizando diferentes dados moleculares, sendo inferida no software Arlequin
3.5.1.2 (Excoffier e Lischer, 2010), com 2000 permutac6es (simulacdes de coalescéncia) e 5%
de significancia, empregando os parametros de Tamura e Nei (1993).

O software Alleles in Space 1.0 (Miller, 2005) foi utilizado para o célculo da
correlacdo entre distancias geografica (km) e genética (®st) a partir do Teste de Mantel
(Mantel, 1967).
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A anédlise bayesiana da estrutura populacional foi realizada no software BAPS —
Bayesian Analysis of Population Structure (Corander et al., 2003) — que permite, através de
dados moleculares, efetuar analises de mistura genética a nivel individual ou de grupos,
associando as amostras ao nimero de clusters que melhor explicaria a estrutura genética
encontrada. Foi utilizada a ferramenta Spatial clustering (que sugere que 0s agrupamentos nao
estejam separados de forma abrupta, além de aumentar o poder de previsdo, ao usar as
coordenadas geogréficas) e foram testadas variadas amplitudes para provaveis K
(agrupamentos).

Assim, as redes haplotipicas foram geradas nos softwares PopART
(http://popart.otago.ac.nz/) e Network® (Copyright Fluxus Technology Ltd., 1999-2018),

utilizando o algoritmo Median Joining (Bandelt et al., 1999) e editadas considerando
diferentes cenarios de agrupamentos entre populagdes.

Foram gerados mapas representativos das populacfes analisadas e da ocorréncia dos
haplotipos em toda a distribuicdo amostral por meio do software DIVA-GIS 7.5.0.0.

Com o auxilio do software  RestrictionMapper  (disponivel em

http://www.restrictionmapper.org/), foi possivel obter os padrdes de restricdo (RFLP) para a
enzima Vspl nos hapldtipos de 16S e, assim, comparando com resultados anteriores,
identificar possiveis novos padrdes relacionados ao aumento da amostragem (tanto em
namero de individuos quanto na amplitude de regides estudadas).

Arvores filogenéticas foram geradas com o pacote BEAST 2 (Bouckaert et al., 2014)
para verificar se possiveis agrupamentos observados na analise da rede de haplotipos seriam
reproduzidos. O modelo de substituicdo nucleotidica escolhido foi inferido através do
software jModelTest 2.1.6 (Posada, 2008), utilizando o critério de selecdo de modelo BIC
(Bayesian Information Criterion, Schwarz, 1978), andlise disponivel online pelo portal
CIPRES  (Cyberinfrastructure  for  Phylogenetic =~ Research,  disponivel  em:
http://www.phylo.org/index.php/). A arvore mais provavel foi, entdo, visualizada no software
FigTree (Rambaut, 2009).

4.4. Amplificacdo e genotipagem de microssatélites
Foram estudados 19 locos de microssatélites, dos quais 11 heter6logos, prospectados
para Euglossa iopoecila — denominados aqui como Egil, Egi2, Egi3, Egi4, Egil3 e EQil6

(Penha et al., 2015) e para Euglossa annectans — designados como Eann3, Eann4, Eanng,
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Eann37b e Eann24b (Paxton et al., 2009), e oito especificos de Eg. cordata — Egcl7, Egcls,
Egc24, Egc26, Ege35, Ege30a, Ege37 e Egeb1 (Souza et al., 2007).

Os primers foram marcados com trés diferentes fluor6foros: FAM, HEX e TET. O
volume final da PCR, ao incluir DNA (que variou de 1 a 2 uL) e agua para completar o
volume, foi de 10 uL. As concentragfes finais aproximadas dos reagentes podem ser
consultadas na Tabela 1 e os programas utilizados para amplificagdo no aparelho
termociclador estdo descritos no Quadro 1. Agrupamentos de locos em multiplex foram

possiveis considerando as variagdes nos tamanhos dos alelos e a fluorescéncia utilizada.

Tabela 1 — Quantidades aproximadas de reagentes utilizados para amplificacdo de 19 locos microssatélites
(sendo seis do tipo multiplex).

Locos Buffer dNTP (pM) MgCIZ(mM) Pl (uM) Pl (pM) PII (pM) PIV (uM) Taq Polimerase (U)

Egil Egi2 Egi3 11X 250 2.00 053 053 053 . 0.75
Egid Egit3Egite  1X 250 2.00 053 053 053 = 0.75

Eann3 Eannd Eann08  1X 250 2.00 053 053 053 - 0.75
Egcl8 Eann37b Eann24b  1X 250 2.00 105 053 053 : 0.75
Egc17Ege3s 11X 250 250 100  1.00 = 2 0.75

Egc51 11X 250 150 0.53 . . = 0.75

Egc24 Egc26 Ege30a Ege37 11X 250 2.50 100  1.00 1.00 1.00 0.75

As colunas Pl a PIV representam, respectivamente, os primers listados em sequéncia na linha correspondente da
coluna Locos. Buffer: tampé&o de reacdo.

Quadro 1 — Protocolos especificados no aparelho termociclador para a amplificacdo dos 19 locos de
microssatélites analisados.

Desnaturagio Hibridacio Extensdo
Locos °C T |°C| T ([°C|] T |[°C| T [N2deciclos| °C T
Egc51] 94 3min |94 |30seg| 54| 30seg |72 | 48 seg 40 72 |10 min
Egcl7 Ege35| 94 3min |94 |30seg|56( 20seg |72 | I min 40 72 |10 min
Egc24 Egc26 Ege30a Ege37| 94 3min |94 |30seg| 56| 30seg |72 | 48 seg 40 72 |10 min
Egil Egi2 Egi3| 94 3min |94 |30seg| 56| 30seg |72 | 48 seg 40 72 |10 min
Egi4 Egi8 Egil6| 94 3min |94 |30seg| 56| 30seg |72 | 48 seg 40 72 |10 min
Egcl8 Eann37b Eann24b| 94 | 3min |94|30seg|58| 30seg |72 | 48 seg 40 72 (10 min
Eann3 Eann4 Eanng| 94 3 min |94 |30 seg| 60| 30seg (72 | 48 seg 40 72 [10 min

° C: Temperatura em graus Célsius; T: Tempo; min: minutos; seg: segundos.

Os produtos de amplificacdo foram diluidos de 10 a 15 vezes em agua MiliQ
esterilizada e foram adicionados marcadores de tamanho (GeneTab ou Rox ladder) e Tween

20 a 0,1%. Em seguida, as amostras foram submetidas ao sequenciador automatico
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MegaBACE GE-1000 (Applied BioSystems) e genotipadas utilizando o software MegaBACE

Fragment Profiler 1.2 (Amersham Biosciences, 2003).

4.4.1. Anélise dos microssatélites

Os locos que ndo exibiram variagcdo ou ndo amplificaram para a maioria das amostras
foram retirados das analises. PopulacGes cujo nimero de individuos amostrados era reduzido
a ponto de inviabilizar a utilizacdo de determinada analise foram, eventualmente, excluidas
(sendo as peculiaridades descritas quando da apresentacdo dos resultados a partir do item 4.5.
do presente trabalho).

A identificacdo e correcdo de eventuais erros de genotipagem foi realizada com o
software Micro-Checker 2.2 (van Oosterhout et al., 2004), bem como a estimativa da presenca
de alelos nulos, artefatos que podem enviesar os resultados assinalando os individuos
erroneamente como homozigotos.

Os parametros de diversidade foram obtidos como descrito a seguir: no software
Genalex 6.503 (Peakall & Smouse, 2012) foi verificada a presenca de alelos privados,
realizado o calculo do AMOVA para estimativa da variacdo genética entre e dentro
populacdes, e apurado se a distribuicdo dos genotipos estava de acordo com o esperado para
uma populacdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. No software FSTAT (Goudet, 1995) foram
estimados o nimero médio de alelos, a riqueza alélica e a diversidade génica; e o teste de
Mantel, para entender a forma como se correlacionam as distancias geografica (km) e
genética (®st) foi efetuado no software Alleles in Space 1.0 (Miller, 2005).

Para comparar as variancias (s?) das diversidades génicas, nimeros de alelos e
riquezas alélicas, foram realizados testes F (Snedcor, 1934) para cada um dos parametros.
Através da comparacdo entre F (razdo entre as variancias maior e menor) e Fc, tem-se que,
para F < Fc as medidas ndo diferem significativamente e para F > Fc, existe diferenca
significativa entre as variancias. O célculo da variancia para cada um dos parametros em cada
agrupamento (macho e fémea) foi realizado em Python 3.4, a fim de facilitar o trabalho
matematico, evitando erros manuais.

O software Structure 2.2 (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para investigar a
estrutura genética populacional. A partir de analises probabilisticas Bayesianas que utilizam
classes de algoritmos MCMC (Markov Chain Monte Carlo), separaram-se as populacdes em
grupos geneticamente homogéneos, atribuindo os individuos as reparticbes mais adequadas

para explicar a variacdo identificada (Porras-Hurtado, et al., 2013). Foram utilizadas 100.000
21
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iteracGes e um burnin (exclusdo de resultados das repeticGes iniciais) de 20 % (escolhido a
partir da observacdo de corridas testes). As corridas foram implementadas inicialmente com
valores de K (agrupamentos) variando entre um e 10, para posterior definicdo do K mais
provavel no software Structure Harvester 6.7 (Earl e vonHoldt 2012). Considerando que as
localidades possam ndo ser, necessariamente, populagcfes estritas, haja visto a ja comentada
mobilidade dessas abelhas, foram efetuadas corridas com o modelo ancestral de Admixture,
cujo uso €é sugerido para a maioria das analises iniciais e considera que os individuos possam

se originar de mais de uma populagéo (Pritchard et al., 2009).
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5. Resultados e Discussao

Os dados obtidos desde a coleta, identificacdo dos individuos e extracdo do material
genético até as andlises dos genes mitocondriais e dos locos microssatélites foram reunidos
nos topicos a seguir em sua totalidade (incluindo eventuais resultados negativos ou que ndo
puderam ser utilizados para as conclusdes, mas que identificam potenciais oportunidades para

ampliacdo do conhecimento sobre a espécie a partir de incluséo de outras analises).

5.1. Coleta

Apesar da ampliagdo da amostragem ser de interesse para um melhor entendimento da
diversidade genética em Euglossa cordata, as expedi¢des de coleta foram principalmente
fruto de oportunidades: sempre que possivel, aproveitando visitagcdes casuais as localidades
para efetuar tentativas de coletas. Desta forma, ndo ha padrdo no nimero de dias destinados a
cada cidade ou em relacdo a distribuicdo das tentativas de coleta durante os dois anos, uma
vez que ndo era esse o enfoque do trabalho.

Em S&o José dos Campos, uma das principais cidades da regido do Vale do Paraiba,
no interior do estado de Sdo Paulo, foram coletados Euglossa spp no Parque Municipal
Roberto Burle Marx (Parque da Cidade), alem de avistados individuos de outros trés géneros:
Eulaema, Eufriesea e Exaerete. Em residéncia particular em bairro situado na zona leste, na
regido central da cidade, foram coletadas ao menos duas espécies diferentes do género
Euglossa, incluindo a estudada.

O Parque da Cidade esta localizado em area pertencente a antiga Fazenda Tecelagem
Parayba, favorecendo que, embora contornado por extensa area urbana, abrigue vegetacao
densa e diversificada por toda sua dimensdo, além de um extenso lago. Aberto diariamente a
populacdo e com diversas atividades culturais e de lazer oferecidas acolhe um nimero muito
grande de visitantes em todos os horarios do dia, 0 que nao parece ter sido, particularmente,
um fator inibidor a atracdo das abelhas pelas iscas.

Na regido domiciliar citada estdo presentes variadas espécies de arvores e pracas
floridas em combinacdo com uma rede urbana bastante desenvolvida, com inlmeras casas,
prédios, escolas e comércios diversos, sendo uma das principais entradas da cidade pela
Rodovia Presidente Dutra, oferecendo, portanto, um transito constante e volumoso de

veiculos de todos os portes.
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Localizada no Dominio da Mata Atlantica, o clima da cidade é mesotérmico Umido

com estacdo seca no inverno (https://www.sjc.sp.gov.br), periodo em que as visitas de abelhas

as iscas foram menos numerosas.
A cidade de Terra Roxa esté situada na regido nordeste do estado de Séo Paulo e
possui cerca de nove mil habitantes (http://cidades.ibge.gov.br/brasil/sp/terra-roxa). Nas

varias tentativas de coletas, foram dispostas iscas em diversos pontos da cidade,
preferencialmente em locais arborizados, mas abelhas ndo foram atraidas por elas. Nas flores
das arvores distribuidas nas calcadas observaram-se himendpteros dos géneros Apis e Centris,
por exemplo, além de varios espécimes de Eulaema nigrita em arvores de Tecoma stans; no
entanto, ndo foram observados individuos do género Euglossa, até entéo.

Moreira et al. (2017) discutem a importancia das areas preservadas no entorno da
regido de interesse para a manutencdo de comunidades de Euglossini. Terra Roxa, por sua
vez, é cercada por inimeras plantacdes de monoculturas, especialmente cana-de-agucar, que
podem servir de barreiras a dispersdo de algumas espécies, como as de menor porte e,
consequentemente, menos resistentes.

As cidades de Sapucai Mirim e Campos do Jorddo foram visitadas apenas em um dia
cada, em janeiro e abril de 2017, respectivamente.

Na cidade de Campos do Jorddo, uma das areas de Protecdo Ambiental do estado de
Sé&o Paulo, que abrange uma vegetacdo de transicdo entre a Mata de Araucéarias e 0 Dominio
da Mata Atlantica ndo foram observados Euglossini no local de coleta (um parque composto
por densa vegetacao caracteristica da regido, cuja visitacdo € aberta a populacao), apoiando o
relatado por Costa e Francoy (2017). Esses autores sugerem que a provavel auséncia da tribo
na cidade pode estar relacionada a fatores climaticos e altitudinais. Adicionalmente, 0 més em
que a cidade foi visitada no presente trabalho coincide com um dos meses de menores indices
de coletas de individuos em algumas outras pesquisas, em outras regides, ao longo dos anos
(Brito e Régo, 2001; Carvalho et al., 2006; Medeiros et al., 2017; Costa e Francoy, 2017).

Contudo, aqui limitamo-nos a relatar a forte presenca de odores naturais no sitio onde
a tentativa de coleta foi efetuada, deixando o questionamento sobre a efetividade do uso de
iscas-odores em areas cujos recursos florais sdo tdo0 numerosos a ponto de sobrepujar as
esséncias artificiais, que dependem de outros fatores para a atracdo dos espécimes, como

temperatura adequada para volatilizagdo, por exemplo. Ndo descartamos, portanto, nenhuma
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1 das duas possibilidades: presenca ou auséncia de abelhas Euglossini na regido, por
2 consideramos os dados coletados aqui, insuficientes para tais afirmagdes.
3 Sapucai Mirim abriga remanescentes de Mata Atlantica em Minas Gerais e tem
4  vegetacdo bastante densa, com cerca de 14 mil hectares de matas, dos quais 86 % representam
5 areas de preservacdo permanente ou reservas legais (https://cidades.ibge.gov.br/brasil/mg/
6  sapucai-mirim). Em aproximadamente cinco minutos do posicionamento da isca, seis
7 individuos de Eufriesea spp foram atraidos. Ndo foram observados outros géneros de
8  Euglossini durante todo o periodo de espera; entretanto, fauna diversificada de himendpteros
9 foi observada no entorno (Figura 10).

Figura O - Diferetes espécies e himenépteros em Sauai Mirim, MG.

s

a) Destaque para ninhos de Nanntrigona sp e ryoxylon albitarse em uma mesma arvore,

indicados por circulo e retangulo, respectivamente; b) Ninho de Trypoxylon albitarse construido ao

lado de um cano desativado no interior de uma casa na periferia. ¢) Vespa da superfamilia

“Vespoidea”. Fotos: Paula Géria.

10 N&o se pretende, a partir dos dados apresentados, fazer assertivas sobre a composicéo

11  de abelhas Euglossini nos locais de baixa ou nenhuma ocorréncia observada. Entretanto, as

12 informagBes chamam atencdo para trés cidades nunca antes relacionadas a trabalhos com o
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grupo, contribuindo para a ampliagdo do conhecimento sobre a distribuicdo da tribo. Em
especial no que diz respeito aos primeiros registros nas cidades de S&o José dos Campos, SP,
e Sapucai Mirim, MG, distantes aproximadamente 70 km em pontos diferentes da Serra da
Mantiqueira, regido pertencente a Mata Atlantica, mas que, apesar disso, tem a fauna de
Euglossini pouco conhecida (Costa e Francoy, 2017).

5.1.1. Garrafa entomoldgica x Coleta ativa

Observou-se que as garrafas entomoldgicas podem ser Uteis quando o pesquisador
necessita se ausentar por algum tempo durante o periodo de coleta, ou nos casos em que sao
delimitados varios pontos de busca, ainda que adjacentes, monitorados por apenas uma ou
poucas pessoas. Os insetos aprisionados podem ser retirados em momento oportuno, nao
exigindo a presenca do coletor. Entretanto, como as iscas podem atrair espécies além daquelas
de interesse, muitos individuos acabam sendo capturados sem propdsito e descartados apds a
campanha. Ainda, abelhas de maior porte podem obstruir as entradas da armadilha (Justino e
Augusto, 2010), como registrado na Figura 11 durante coleta em Sao José dos Campos.

Figura 11 — Garrafa entomolégica com algoddo embebido em composto atrativo.

Observam-se, em uma das entradas laterais, dois espécimes de Eulaema nigrita (de aproximadamente 2,5 cm de
comprimento, cada). Parque Municipal Roberto Burle Marx, S&o José dos Campos, SP. Foto: Paula Goria.
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Abelhas Euglossini foram observadas durante outros trabalhos do LGEH visitando
ativamente arvores de Thevetia peruviana (“Chapéu de Napoledo”) em varios municipios do
estado de S&o Paulo (Ceréantola, 2009; Oi et al., 2013; Lopez-Uribe et al., 2008). Desta forma,
considerando que essa espécie foi comumente encontrada compondo a paisagem arborea de
muitas cidades (Lépez-Uribe, 2006), outro método de coleta foi planejado para as cidades de
Séo José dos Campos e Terra Roxa, consistindo em envolver os espécimes individualmente
em sacos plasticos ou tubos tipo Falcon no momento de visita as flores tubulares de T.
peruviana. Entretanto, a dificuldade em encontrar essas arvores nas cidades de interesse fez
com que 0 método ndo tivesse sucesso.

Nesse sentido, a coleta ativa (aprisionando os individuos em sacos/potes plasticos
enquanto tentavam acessar as iscas-odores disponibilizadas em troncos de arvores) mostrou-
se mais eficiente, evitando a coleta expressiva de individuos, e foi adotada durante a maioria
das tentativas.

O ¢leo de cravo (eugenol), presente na composicdo de repelente de insetos utilizado
pelos coletores durante a coleta, também foi responsavel pela atracdo de algumas abelhas,
antes que se direcionassem as iscas dispostas nas arvores. O composto € outra substancia
atrativa de abelhas das orquideas, mas que também ja foi citada como néo eficiente em outro
fragmento de Mata Atlantica (Gava e Souza, 2013), diferenca que talvez possa ser explicada,
por exemplo, por caracteristicas de sua volatilidade e tipos de espécies atraidas por ela
(Rebélo e Silva 1999).

5.1.2. Ninho-armadilha

O acompanhamento do ninho-armadilha permitiu observar a eclosdo das 10 células em
um periodo de 17 dias, iniciado 23 dias ap0s a coleta do bambu, com intervalos de zero até
cinco dias entre as emergéncias dos individuos (Tabela 2). Cada célula, com 1,1 cm de
comprimento, foi confeccionada em resina, tendo um aspecto pegajoso ao toque e, ao
contrario do observado anteriormente (Gardfalo, 1985; Freiria et al., 2017), a maioria ndo era
continua a célula adjacente, e o limitado diametro do bambu ndo permitiu o empilhamento de
células, que foram dispostas linearmente, apenas.

O individuo namero 6 foi encontrado morto, fora da célula, quando da abertura do
bambu por ocasido do nascimento do individuo nimero 5. Desta forma, ndo foi possivel

determinar a data de emergéncia, situando-a entre os dias 13 e 17 de mar¢o. Como o ninho foi
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mantido fechado sem permitir a visualizagdo de seu interior, ndo ha informagdes sobre a causa
da morte, mas exclui-se a presenca de parasitas visiveis a olho nu, como do género Melittobia,
por exemplo, comum em outros ninhos-armadilhas recolhidos na mesma regido e ja
associados a ninhos de Euglossini (Gar6falo et al.,1998). A célula havia sido normalmente
aberta, com espaco suficiente para a saida do individuo, ndo sendo observados orificios

caracteristicos da emergéncia de outros parasitdides (Freiria et al., 2017).

Tabela 2 — Data de emergéncia de 10 individuos de Eg. cordata de ninho-armadilha.

Individue 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10

Emergéncia 08 13 13 13 17 72 17 18 22 2%

Sexo & & & 2 &8 & 3 3 3

Os dias do més referem-se a margo de 2017. Q: Fémeas; &': Machos;
?: Data néo definida.

O numero de células encontrado estd dentro do documentado para a espécie, ja a
proporcao sexual, comumente desviada em favor de fémeas, ndo se aplica (Garofalo, 1985;
0i, 2010; Augusto e Garofalo, 2011; Freiria et al., 2017). O periodo curto transcorrido entre a
emergéncia do primeiro ao ultimo individuo ndo permitiu fazer relaces entre variagcdes na
temperatura ambiente que pudessem estar associadas ao desenvolvimento dos espécimes.

Estes dados somam-se as informacGes a respeito da biologia de nidificacdo e
desenvolvimento dos individuos, os quais ainda carecem de estudos, dada a ja citada

dificuldade de se encontrar ninhos na natureza.

5.2. Material genético obtido

Material genético de espécimes armazenados secos ou relatados como mortos em
acetato de etila foram especialmente dificeis de serem extraidos ou sequenciados. A qualidade
da amplificacdo, inferida pela eletroforese em gel de agarose, foi maior quando os espécimes
estavam anteriormente armazenados em etanol 75% e a uma temperatura de — 20 °C.

As tentativas de amplificacdo utilizando antenas como fonte de material genético
mostraram-se suficientes apenas quando essas foram pingadas inteiras, a partir do escapo.
Apesar dos beneficios do procedimento, que incluem o ndo sacrificio de individuos e
possibilidade de realizacdo de outras anélises, como marcagdo-recaptura, por exemplo (Oi et

al., 2013), ele ndo se tornou a regra pois a identificacdo de Eg. cordata em campo (resultando
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na coleta da antena e liberacdo dos individuos) foi considerada pouco viavel, devido a

semelhanga morfoldgica entre essa e outras espécies do género (Nemésio, 2009).

5.3. Gene mitocondrial 16S

Desconsiderando-se os primers, a regido amplificada de parte do gene 16S de
Euglossa cordata continha de 541 a 543 pares de bases. No conjunto de 229 sequéncias foram
identificados uma regido de delecdo de dois pares de bases, 23 sitios polimdrficos (S) e um
namero total de mutagdes (n) de 24, caracterizando 20 hapl6tipos (hap) diferentes (Figura 12).

Figura 12 — Hapldtipos caracterizados nas amostras de Eg. cordata: sitios varidveis e regido de delecéo.
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Os numeros no topo da imagem representam a posicdo do sitio polimérfico na sequéncia. Pontos (.) nas
sequéncias Hap02 — Hap20 representam a mesma base designada em Hap01 e tracos (-) nas posi¢des 302 e 303
representam delecdes. Hap: haplotipo.

O namero médio de diferencas nucleotidicas (k) foi de 4,87 e o contetido de C + G foi
igual a 0,196. O elevado contetdo de A + T é caracteristico do DNA mitocondrial de
artropodes e, em Euglossini, pode chegar a 75 % do total dos nucleotideos na molécula, o que
se sugere ser uma das causas da baixa diversidade encontrada entre as espécies (Dick et al.,
2004). A diversidade nucleotidica (r), ilustrando a dissimilaridade média, por sitio, entre duas

sequéncias obtidas ao acaso, foi de 0,009. A diversidade haplotipica (Hd) total encontrada foi

29



O 00 N o u b~ W N R

N N R N NN RN R R R B R R R B B @Rp
o U A W N B O O 0 N O U1 D W N KL O

de 0,865 (Desvio Padrdo = 0,009). De fato, embora numerosos, a maioria dos haplétipos
intimamente relacionados difere entre si por um ou dois passos mutacionais.

Baixos indices de diversidade nucleotidica ja foram documentados para outros genes
mitocondriais nessa e em outras espécies do grupo; nesses trabalhos, a diversidade
haplotipica, entretanto, foi mais variavel, sendo observados de baixos a altos indices (Suzuki
et al., 2010; Penha et al., 2015; Rosa, et al., 2016; Martins, 2017).

Luna-Lucena et al. (2017) relatam, para sequéncias concatenadas de genes
mitocondriais da abelha Centris tarsata, altos niveis de diversidade haplotipica e baixos
niveis de diversidade nucleotidica, se assemelhando ao encontrado aqui para Eg. cordata.
Seus resultados, que incluiam uma rede haplotipica em forma de estrela, foram relacionados a
indicios de eventos de expansdo ocorridos com a populacdo. C. tarsata guarda algumas
semelhancas com Eg. cordata como, por exemplo, habitos generalistas de alimentagéo
(sugeridos para Euglossini, como um todo), e a relatada abundancia em cidades.

Foram sequenciados entre 1 e 9 individuos de Eg. cordata por localidade, de acordo
com a disponibilidade dos espécimes, qualidade da extracdo de DNA e dos sequenciamentos
(Tabela 3).

No estado de S&@o Paulo, as amostras das cidades de Araraquara, Araras, Franca,
Pedregulho e Rifaina sdo constituidas apenas por fémeas, enquanto nas cidades de
Jaboticabal, Leme, Piracicaba, Ribeirdo Preto, Rio Claro e S&o Carlos, ha amostras de machos
e fémeas, assim como na cidade de Vila Velha, no estado do Espirito Santo. Nas demais
localidades, as amostras sdo compostas somente por machos.

O viés apresentado no que se refere a quantidade de machos reflete a facilidade de
obtencdo desses atraves da utilizacdo de iscas com compostos aromaticos e sua extensa
utilizacdo em trabalhos com a tribo Euglossini (Peruquetti et al.,1999; Brito e Régo, 2000;
Rasmussen, 2009; Justino e Augusto, 2010; Boff et al., 2014; Frantine-Silva et al., 2016;
Costa e Francoy, 2017; Medeiros et al., 2017; Moreira et al., 2017).
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Tabela 3 — NUmero de individuos de Eg. cordata amostrados em cada cidade.

Populagao Sigla Amostras/Sexo Populagao Sigla Amostras/Sexo

Murici - AL MUR 6 (M) Teresopolis-RJ  TER 6 (M)

Manaus - AM MAN 4 (M) Araraquara- SP AQA 8 (F)

Macapa - AP MPA 1(M) Araras -SSP ARA 7(F)

Campo Formoso - BA CFO 3 (M) Bertioga-SP  BER 5 (M)
Prado-BA PRA 4 (M) Caraguatatuba -SSP CAR 7 (M)
Urucuca-BA URU 3 (M) Franca-SP FRA 4 (F)

Barbalha - CE BAR 1(M) Guaruja -SSP GUA 6 (M)
Conceicio da Barra-ES CBA 6 (M) llha Anchieta - SP IAN 5 (M)
Sooretama -ES SOO 4 (M) llhabela - SP IBL 4 (M)

Vila Velha-ES VVE 2 (F), 2 (M) Jaboticabal - SP  JAB 3(F), 2 (M)
Alcantara- MA ALC 1(M) Leme-SP LEM 3(F),2(M)
Anajatuba - MA  ANJ 6 (M) Pedregulho -SP  PED 6 (F)

Caxias - MA CAX 6 (M) Picinguaba - SP PIC 5 (M)

Coelho Neto - MA CNT 5 (M) Piracicaba-SP  PIR 3(F), 2 (M)
Cururupu - MA  CUR 6 (M) Ribeirdo Preto - SP RPR 5(F). 1(M)
Formosa de Serra Negra- MA  FSN 3 (M) Rifaina - SP RIF 6 (F)
Dourados - MS DOU 4 (M) Rio Claro-SP  RCL 4 (F), 1 (M)

Belém - PA  BEL 7 (M) Séo Carlos-SP SCA 7(F), 2 (M)

Jodo Pessoa-PB JPE 5(M) Sao José dos Campos-SP  SJC 7 (M)
Guaraquecaba - PR GQB 6 (M) Sao Sebastido -SSP SSB 3 (M)
Ibiporda -PR  IBP 2 (M) Sao Vicente - SP SVI 6 (M)
Londrina-PR LON 5 (M) Teodoro Sampaio -SSP TSP 4 (M)
Casemiro de Abreu-RJ CAB 5 (M) Ubatuba -SSP UBA 7 (M)

M: machos; F: fémeas. Sigla: Abreviacdo dada ao nome de cada localidade.

Os 20 haplotipos caracterizados (observados na rede haplotipica da Figura 13) nédo se
encontram homogeneamente distribuidos entre as localidades e a variedade de hapl6tipos ndo
parece estar, necessariamente, relacionada ao numero amostral dentro delas. Em Vila Velha,
no estado do Espirito Santo, por exemplo, em quatro individuos amostrados foram
caracterizados quatro haplétipos diferentes e, em Conceicdo da Barra, no mesmo estado, em
seis individuos amostrados foi encontrado um Unico haplotipo. No estado de S&o Paulo, a
cidade de Sdo Carlos, com maior niumero amostral entre todas as localidades (nove

individuos), apresentou apenas trés haplotipos, ao passo que em Casimiro de Abreu, no estado
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do Rio de Janeiro, em cinco individuos amostrados foram observados quatro haplotipos
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diferentes. Também ndo parece haver associacdo entre as diferencas nas composicdes entre 0s

[y
[N

sexos dos individuos e a variedade de hapl6tipos encontrada nas localidades.

=
N

Na maioria das cidades foram caracterizados mais de um haplétipo (Quadro 2 e 3).
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Figura 13 — Rede com 20 haplétipos de 16S caracterizados para Euglossa cordata.
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Quadro 2 — Distribuicéo dos haplétipos por localidades, parte |.

Haploétipos

Localidades 1 2 3 G 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Murici - AL = 2(m) | 2({m) | 1(m) 1(M)
Manaus - AM 4 (M)
Macapa - AP 1{m)
Campo Formoso - BA 2({M) 1{M)
Prado - BA 3(M) | 1M
Uruguca - BA x (M) | 2{Mm)
Barbalha - CE 1(M)
Conceicdo da Barra - ES ® 6 (M)
Sooretama - ES x 4 (M) 1{M)
Vila Velha - ES = |1({M] 1(F) 1(F) 1(mM)
Alcantara - MA ® 1({M)
Anajatuba - MA x 5 (M) (M)
Caxias - MA 1({M) 5(M)
Coelho Neto - MA 4 (M) (M)
Cururupu - MA x 4 (M) | 1{m) 1(M)
Formosa de Serra Negra - MA 2({M) 1({M)
Dourados - MS 4(M)
Belém - PA 3 (M) | 1(m) 2{m) 1{Mm)
Jodo Pessoa - PB ® 1 (M) |4{m)
Guaraquegaba - PR * 5(M) (M)
Ibipord - PR 2(M)
Londrina - PR 3 (M) 2(m)
Casimiro de Abreu - RJ = |1(M) 1 (M) 2(M) 1(M)
Teresopolis - RJ 5 (M) (M)

Cidades distribuidas em ordem alfabética em relacdo as siglas dos estados. AL: Alagoas; AM: Amazonas; AP: Amapd; BA: Bahia; CE: Ceard; ES: Espirito

Santo; MA: Maranhdo; MS: Mato Grosso do Sul; PA: Parg; PB: Paraiba; PR: Parand; RJ: Rio de Janeiro; (F): Fémea; (M): Macho. *: Cidades litoraneas.
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Quadro 3 — Distribuigdo dos hapl6tipos por localidades, parte Il — estado de Sédo Paulo.

Haplatipos
Localidades 1 2 3 4 5 ] 9 10 ) 11 | 12 | 13 14 16 | 17 | 18 | 13 20
Araragquara - SP 1(F) 2(F) 4(F) 1{F)
Araras - SP 3(F) 2(F)
Bertioga - SP (M) 4 (M)
Caraguatatuba - SP 2(M1) 5 (M)
Franca - SP 1(F) 1(F) 2(F)
Guarujd - SP 2(M) 3 (M)
Ilha Anchieta - SP 2{M) 3 (M)
llhabela - SP 2{M) 1 (M) 1M}
Jaboticabal - 5P 2 (F) 1 (M) 1{M) 1{F)
Leme - SP 2 (F) 1 (M) 1{F) 1{m)
Pedregulho - SP 4(F) 2(F)
Picinguaba - 5P 2(M1) 3 (M)
Piracicaba - SP 2(F) 1{F) 2(M1)
Ribeirdo Preto - SP 1(M) 1(F) 4({F)
Rifaina - SP 1(F) 5(F)
Rio Claro - SP 1(M) 1(F) 1{F) |1(F)| 1(F)
530 Carlos - SP 2(F)2(mM) 5(F)
530 José dos Campos - SP n)| (M) |1 (M) [ 2({M) 2{M)
580 Sebastido - SP 1(M) 2(M)
sdo Vicente - SP 3(M) 3 (M)
Teodoro Sampaio - SP 2 (M) 2(M)
Ubatuba - 5P 5(M) 2(M)

Cidades distribuidas em ordem alfabética. (F): Fémea; (M): Macho. *: Cidades litoraneas.
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Nove haplétipos foram exclusivos de localidades e caracterizados em um Unico
individuo, cada. Encontram-se, principalmente, em localidades litoraneas, ou no interior do
nordeste, tendo sido apenas um deles observado no interior do estado de S&o Paulo (hap5 em
Rio Claro). Na Figura 14 pode-se observar a representatividade de cada haplotipo na

amostragem total.

Figura 14 — Distribuicdo dos 20 haplétipos de 16S em 229 amostras de Eg. cordata.
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Eixo vertical: nimero de amostras. Eixo horizontal: haplétipos de 1 a 20. Hap: haplétipo.

A predominancia de haplétipos em localidades litoraneas que estavam ausentes ou
pouco representados em cidades do interior e vice-versa, favoreceu, para um primeiro esforco
no entendimento da varia¢do encontrada, a coloracéo da rede de haplotipos em funcdo de dois
agrupamentos: interior e litoral (Figura 15). Os haplétipos mais comuns (hap3 e hap6), que
juntos representam 40 % de toda a amostragem, estdo presentes, principalmente, em amostras
do litoral e do interior, respectivamente.

A fim de ilustrar a distribuicdo geografica dos haplotipos caracterizados, evitando

sobreposicao entre localidades, seis mapas foram gerados (Figura 16).
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Figura 15 — Mapa de distribuicdo e rede haplotipica de 16S considerando dois agrupamentos: litoral e interior.
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O tamanho dos circulos é proporcional a quantidade de amostras em cada haplétipo. Rosa: amostras do interior. Azul: amostras do litoral. Os pontos no mapa representam as
localidades amostradas. Os nUmeros em vermelho representam as posicOes das substitui¢Bes. mv: Mediam vector. Mapa gerado com o software Diva-Gis 7.5. Rede
haplotipica gerada no software Network.
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Figura 16 — Mapas politicos do Brasil com 20 haplétipos de 16S caracterizados a partir de 229 amostras de Eg. cordata.

Os pontos no mapa representam os haplotipos (Hap). Cada imagem esté relacionada a legenda do respectivo quadrante, em que a cor representa o ponto.
Siglas de alguns estados foram inseridas para referéncia uma vez que parte deles foi cortada por questdes logisticas.
AM: Amazonas; PA: Para; AP: Amap4; CE: Ceard; PR: Parana; MS: Mato Grosso do Sul. Imagens geradas no software Diva-Gis 7.5.
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Para assegurar que as cidades tenham sido adequadamente classificadas como
litoraneas ou de interior, foram utilizados os critérios estabelecidos no Plano Nacional de
Gerenciamento Costeiro, PNGC (regulamentado pelo Decreto n® 5.300 de 2004), que define
as duas faixas de zona costeira brasileira: maritima e terrestre (disponivel em

http://ww?2.ibge.gov.br). As localidades que abrangem, pelo menos, um critério de inclusdo a

faixa terrestre foram classificadas como “litoral” (Apéndice C).

O teste de Mantel indicou auséncia de correlacdo entre as distancias genéticas e
geograficas (r = 0,0271), com probabilidade de observacdo de correlagdo maior do que a
encontrada sendo muito baixa: P = 0,0689.

Esse dado pode ser apontado, também, a partir da observacdo de haplotipos
compartilhados por individuos em localidades muito distantes entre si, como 0s hap6
(presente em Alagoas e também no Rio Grande do Sul), hap7 (amostrado em Belém e no
Espirito Santo) e hap8 (encontrado no sul da Bahia e no Amazonas), por exemplo.

O hapldtipo encontrado em maior nimero de localidades distintas é o hap6, estando
presente em 18 cidades distribuidas no interior e litoral sudeste, no interior e litoral nordeste,
no centro-oeste e no interior sul. Seguido pelo hap3 que, apesar de presente em 16
localidades, esta praticamente restrito aos litorais sul e sudeste (excetuando-se a cidade de Sao
José dos Campos, no interior do sudeste, mas que ndo se distancia consideravelmente das
outras localidades que o compartilham).

E interessante observar que, no estado de Sio Paulo, duas regides amplamente
amostradas possuem localidades muito proximas entre si, uma no litoral, em que estdo
presentes quase exclusivamente os haplotipos 1 e 3, e outra no centro do estado, onde
predominam os hapldtipos 2, 4 e 6. Entre elas, situa-se a cidade de S&o José dos Campos, com
sete individuos amostrados nesses cinco haplotipos.

E possivel encontrar hapldtipos que na rede estdo mais proximamente relacionados a
um agrupamento sendo amostrados em localidades do outro grupo (Figura 15), apenas nas
cidades seguintes: i. Haplotipo do agrupamento interior amostrado em cidade litoranea: hap6
— Sooretama (ES) e Murici (AL); ii. Haplétipos do agrupamento litoral amostrados em
cidades interioranas: hap7 — Coelho Neto e Caxias (MA); hap8 — Coelho Neto (MA) e
Manaus (AM); hap16 — Coelho Neto (MA) e hapl e hap3, na ja citada So José dos Campos
(SP).
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Lopéz-Uribe e Del Lama (2007) identificaram dois mitétipos correspondentes a Eg.
cordata (Cae Cy), que coincidem com os obtidos para a restricdo dos haplétipos 2, 4, 6, 9 e 20,
os quais incluem as localidades analisadas por esses autores (Araras, Jaboticabal, Pedregulho
Rifaina e Sdo Carlos), e que correspondem, no presente trabalho, a amostras do grupo interior,
excetuando-se Sooretama e Murici (hap6), citadas acima, classificadas no grupo litoral. Além
dos padrdes identificados anteriormente (Ca e Cp), outros sete padrdes foram encontrados (Cc
a Ci, Quadro 4), diferenca provavelmente reflexo da amostragem, uma vez que o trabalho
anterior contava com apenas cinco localidades, restritas ao estado de Sdo Paulo.

Considerando os sete novos padrdes identificados, os agrupamentos litoral e interior se
mantém, novamente, para a maioria dos haplétipos, sendo os fragmentos de tamanho 144
encontrados em haplétipos do grupo interior (excessdo apenas do hapl7), e os de tamanho
174 encontrados em haplétipos do grupo litoral (Apéndice D).

Quadro 4 — Padrdes de restricdo em 20 haplétipos de 16S de Eg. cordata obtidos pelo software
RestrictionMapper com Vspl.

C, Cy C. C, C. C; C, C, .
144 144 144 144 144 174 174 174 174
138 138 138 138 138 138 138 138 138
92 6 92 6 g6 92 92 92 106
69 69 83 69 69 69 83 87 83
59 59 59 59 59 59 59 59 59
30 30 30 16 31 14 14 14 12
14 16 14 15 30 14 12 12 7
14 15 12 14 14 12 7 7 4
12 14 7 6 & 7 4
7 6 4 4 4 a
4 4
HO1,HO3,
HO4 :%29121 H17 HS H1z2 H11, H13 :T:- :Tg H1D H19
H1lg, H1E

Cada coluna representa um mitétipo com os diferentes tamanhos dos fragmentos e os haplétipos
associados (HO1 — H20).

Adicionalmente, foi criada uma arvore filogenética (Figura 17) que possibilitou a
visualizacdo dos agrupamentos. Foi utilizada uma sequéncia de cada haplétipo, incluindo
sequéncias de Euglossa decorata e Euglossa townsend obtidas da rede, como grupos externos.
Nota-se que os ramos dispdem-se de maneira que a separagao entre os grupos litoral e interior

se mantém, com o haplétipo 4 entre eles, mais proximo ao agrupamento do litoral.
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Figura 17 — Arvore filogenética relacionando os 20 hapldtipos de 16S caracterizados para Euglossa cordata.
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Os numeros nos ramos representam sua sustentagdo. townsen: Eg. townsend; decor: Eg. decorata. Figura gerada no software FigTree v.1.4.4.
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Para dar continuidade as analises de diferenciacdo molecular, foi calculada a AMOVA
entre a totalidade das amostras (para dois niveis hierarquicos), a qual identificou um ®st de
0.62534 (P = 0,0000), caracterizando, portanto, que a variagcdo genética se da, principalmente,
por diferencas entre populacoes (no caso, localidades) e ndo dentro delas.

A fim de verificar a divisdo entre os agrupamentos sugerida pela rede de hapl6tipos e
pelos dados de RFLP, foi realizada AMOVA para trés niveis hierarquicos, considerando a
divisdo entre os grupos de amostras do litoral e do interior, 0 que atribuiu a maior parte da
variacdo a diferencas entre eles (56,28 %, P = 0,00000), do que entre as populacdes que 0s
compdem (16,54 %, P = 0,00000) ou dentro dessas populagdes (27,18 %, P = 0,00000), como
ja observado para dois niveis hierarquicos.

O st geral (0,72824; P = 0,00000) reforcou, portanto, a possibilidade da existéncia
de, no minimo, dois grupos, que foi testada a partir do BAPS:

Foram geradas corridas com diferentes valores de K provaveis, tdo grandes quanto 20
agrupamentos (numero padrdo do programa). O resultado para o melhor agrupamento
possivel alocou os individuos em trés grupos, representados por cores diferentes na rede

haplotipica da Figura 18.

Figura 18 — Rede de haplétipos de Eg. cordata colorida conforme os trés agrupamentos gerados no
software BAPS.

Hap_04

Hap_02

Hap_10

Hap: hapl6tipo. Tragos (-) Passos mutacionais.
Agrupamento 1: Azul; Agrupamento 2: Rosa; Agrupamento 3: Verde.
Figura gerada com o software POpART.
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O Agrupamento 1 representa os haplotipos do grupo litoral e os Agrupamentos 2 e 3
dividem-se entre as localidades do interior, sendo o Agrupamento 3 composto exclusivamente
por amostras do hapl6tipo 4.

Para estes agrupamentos, o ®st calculado foi de 0,88192 (P = 0,00000) e o
Agrupamento 3, que ja poderia ser inferido a partir da observagdo da rede haplotipica, tem sua
existéncia reforcada.

Observando a rede, ndo é clara a existéncia de um Unico haplétipo central do qual os
outros teriam surgido por mutacdo, 0 que, na auséncia de recombinacdo (caracteristica da
natureza da molécula), é a forma natural por meio da qual um haplétipo da origem a outro
(Avise, 2009). Desta forma, considerando a possibilidade da existéncia de duas rotas de
migracdo, foram geradas redes considerando os hapldtipos de cada grupo separadamente
(litoral e interior), a fim de investigar, em caso da ocorréncia de padrdes em estrela, quais 0s
provaveis haplotipos ancestrais em cada um dos grupos.

Os padrdes mantiveram-se semelhantes aos encontrados para a rede completa. Dos
hap7 (litoral) e hap6 (interior) partem a maioria dos haplétipos restantes (Apéndice E). A
diversidade haplotipica foi maior para o grupo de haplotipos de litoral (Hd = 0,7671, 13
haplotipos caracterizados) do que para o grupo de haplétipos do interior (Hd = 0,6755, sete
haplotipos caracterizados).

A presenca de estruturacdo genética para 0 mtDNA em Euglossini ja foi documentada
para outras espécies: Lopez-Uribe et al. (2014) observaram altos niveis de estruturacdo para
trés espécies do género Eulaema. Penha et al. (2015) e Frantine-Silva et al. (2017),
trabalhando com Eg. iopoecila, também observaram estruturacdo. Mais recentemente, Martins
(2017), ao estudar a diversidade genética de 13 subpopulacdes de Eg. cordata no estado do
Maranhdo, identificou alta estruturacdo genética como um todo (embora padrdes variados
tenham ocorrido quando da comparacdo par a par), além de baixa correlacdo entre as
distancias geograficas e genéticas, se assemelhando ao encontrado no presente trabalho.

Ao contrario, em um dos trabalhos pioneiros com insetos neotropicais, Dick et
al.(2004), analisando mtDNA de 14 espécies em quatro géneros (Eufriesea, Euglossa,
Eulaema e Exaerete), coletadas em regides distantes entre os Andes e a bacia Amazonica,
encontraram estruturacdo baixa ou ausente para 12 delas, indicando, em geral, grande fluxo
génico entre populacdes distantes consideravelmente entre si. Da mesma forma, Suzuki et al.

(2009) observaram que a variagdo genética em Eg. fimbriata estava pouco representada entre
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as populacGes amostradas, sendo muito mais alta quando da analise dos individuos dentro das
populagdes.

Resultados contrastantes sdo esperados considerando o0 vasto numero de espécies no
grupo, e o limitado numero de trabalhos genéticos dificulta possiveis comparacbes, que
devem ser feitas com cautela, dadas as peculiaridades de cada um (diferengas no nimero
amostral e de populagdes analisadas, nos tipos e quantidades de marcadores utilizados, por
exemplo).

5.3.1. Sequéncias de Euglossa cordata e de Euglossa carolina

Para Nemésio (2009), a ocorréncia de Eg. carolina vai da Paraiba ao Rio Grande do
Sul, na porc¢édo oriental do Brasil, enquanto Eg. cordata (de acordo com aquele autor, uma
espécie ainda ndo plenamente estudada e sem chave de identificagdo propria — ver sec¢éo 1.2)
seria, possivelmente, encontrada na Amazonia setentrional.

Da anélise do gene 16S de amostra identificada por Nemésio como Eg. carolina em
visita a0 LGEH, obteve-se sequéncia caracterizada como hap6, comum em amostras de
individuos de Eg. cordata (identificados por diferentes pesquisadores, seguindo a descri¢do
tradicional de Moure), corroborando a idéia de que, tanto o que tem sido tratado, até ent&o,
como Eg. cordata, quanto Eg. carolina, parecem se referir a mesma espécie.

Por outro lado, amostras identificadas como Eg. cordata por colaboradores (sob
descricdo tradicional de Moure) e coletadas em Manaus e Pard, localidades, segundo Nemésio
(2009), correspondentes a distribuicdo da verdadeira Eg. cordata (Amazonia setentrional),
apresentaram o hap8 de amostras da Bahia, Alagoas e Jodo Pessoa, que, ao contrario,
corresponderiam as localidades listadas pelo autor apenas para Eg. carolina.

A distribuicdo conhecida de uma espécie é fruto da melhor amostragem e correta
identificacdo, o que ndo significa que aumente proporcionalmente com o cumprimento destes
requisitos. Cada espécie tem restricGes referentes ao nicho que ocupa e, sabendo que a
disponibilidade de recursos pode variar de um ambiente a outro, espera-se que a expansao da
area se limite a locais cujas necessidades da espécie estejam contempladas, ndo ocorrendo
indefinidamente, portanto.

Como observado anteriormente, entretanto, Eg. cordata parece ser uma espécie com
certa plasticidade no que diz respeito a obtencdo de recursos, e mesmo em ambientes muito

diferentes, consegue ser bem sucedida.
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Desta forma, as variagdes morfoldgicas sugeridas para diferenciacdo em duas espécies
(Nemésio, 2009), uma descrita por Linnaeus (1758) e outra, por Moure (1960), poderiam ser,
na verdade, resultantes de adaptacfes ao habitat que ocupam, ndo caracterizando,
necessariamente, espécies diferentes, como observado em Euglossa iopoecila, por exemplo
(Penha et al., 2015).

Desta forma, utiliza-se, aqui, a nomenclatura tradicional, Eg.cordata, correspondente a
Euglossa carolina sp. N., mais recentemente, entendendo que os dados genéticos indicam que

essa espécie abrange uma area de ocorréncia muito maior do que a proposta.

5.4. Genes mitocondriais COl e CytB

Ao contrario do gene 16S, os genes COIl e CytB sdo genes expressos no organismo,
codificando proteinas. Pela rara presenca de indels (inser¢6es ou dele¢bes de bases), tornam-
se especialmente atrativos para inferéncias filogenéticas. Por possuir um primer que funciona
eficazmente quase de maneira universal e por sua alta taxa de evolugdo molecular,
favorecendo a observacdo de relacdes filogenéticas em variados niveis, o COI tem sido
proposto como barcode para identificacbes taxondmicas (Hebert et al., 2003).

Contudo, novas tentativas de amplificacdo de fragmentos dos genes mitocondriais COI
e CytB de Eg. cordata e re-analises de sequéncias anteriormente obtidas em nosso laboratorio
ndo obtiveram maior sucesso.

Apesar da qualidade das mesmas, devido a existéncia de picos duplos nos amplicons,
ndo foi possivel determinar as bases em 23 e 29 posicOes das sequéncias de CytB e COl,
respectivamente. Nas posicdes correspondentes, a sobreposicdo de bases, ou a néo
correspondéncia entre as bases das fitas Forward e Reverse dos fragmentos, quer sejam
determinadas pelo proprio software de analise, ou observadas manualmente através da edicao
das sequéncias, impossibilitaram a elaboracédo da fita consenso.

Embora nem todos os picos duplos estejam presentes em todas as sequéncias (algumas
das quais, inclusive, ndo apresentaram nenhum pico duplo), ndo foi incomum, por exemplo,
encontrar sequéncias de COI com seis a nove picos duplos em posi¢des distintas. A Figura 19
ilustra duas fitas de uma mesma sequéncia com picos sobrepostos em trés posicdes

(representadas pelas letras N, C, G e A, destacadas em vermelho).
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Figura 19 — Picos duplos em trés posi¢6es em sequéncia consenso de COI de Eg. cordata (fitas F e R).

<<“BHI_24R 9411 RC 230 240 250

As fitas Forward estdo identificadas pelo nome em preto, as Reverse, em vermelho, precedidas por <<.
Figura obtida no software Codon Code Aligner 6.0.2.

As bases nessas posicOes dos dois genes representam toda a variacdo encontrada nos
fragmentos amplificados. Quando da substituicdo de todas as bases em que ha possibilidade
de picos duplos por N (missing data), o alinhamento total indica que as sequéncias tornam-se
idénticas, ou seja, ndo existem sitios polimdrficos para além dessas posicdes.

Além disso, a sobreposicdo ou falta de correspondéncia entre as bases nas sequéncias
para um mesmo sitio sempre ocorrem entre apenas duas bases — na Figura 20, as amostras
representam a variacdo encontrada para 0 mesmo sitio (A em 6385_PED ou G em 6501_SC),

enquanto na amostra 7916_LEM ha uma sobreposicdo entre A e G em ambas as fitas.
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Figura 20 — Amostras de COI com bases A, G, e A + G em uma mesma posi¢&o.
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As fitas Forward estéo identificadas pelo nome em preto, e as Reverse em vermelho, precedidas por <<.
Figura obtida no software Codon Code Aligner 6.0.2.

A presenca de picos duplos ndo foi associada a amostras de um determinado sexo ou
de localidades especificas. Amostras das 12 cidades analisadas para COI, por exemplo,
apresentaram picos duplos. Considerando os padrdes observados nas regifes de variacdo
(incluindo as de picos duplos), foi possivel verificar a existéncia de hapldtipos diferentes entre
e dentro das localidades, indicando a presenca de variacdo para esse gene. Entretanto, como,
em muitos casos, 0s picos duplos ndo permitem inferir corretamente a verdadeira base
presente, ndo foi possivel assumir a sequéncia adequada. Optou-se, desta forma, por
interromper as analises com ambos 0s genes.

A utilizacdo de Betaina, aditivo utilizado em protocolos de amplificagdo de material

genético a fim de elevar o rendimento das reacdes (Frackman et al., 1998), ndo modificou a
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presenca de picos duplos, que continuaram aparecendo em frequéncias semelhantes. De fato,
a presenga dos picos ou da ndo correspondéncia entre bases nas duas fitas ndo teve relagéo
com a eventual baixa qualidade do sequenciamento ou com a idade e/ou estado de
conservacdo das amostras.

Picos duplos sdo evidéncias da possivel ocorréncia de certos pseudogenes, 0s NUMTS,
copias de sequéncias mitocondriais que, ao serem incorporadas ao DNA nuclear, perderam
sua funcdo original (Leite, 2012). S& muito comuns em insetos, sendo a abelha Apis
mellifera provavelmente a espécie com maior nimero dentre todos os animais (Pamilo et al.,
2007). A ocorréncia também foi estudada em outros himendpteros, como em Euglossini
(Brand et al., 2017), Meliponini (Cristiano et al., 2012; Ruiz et al., 2013; Frangoso et al.,
2015) e Colletidae (Magnacca e Brown, 2010).

SO até 2001, a existéncia de NUMTSs havia sido relatada para 21 espécies de insetos
(Bensasson et al., 2001). Esse valor pode estar ainda mais subestimado, uma vez que a
maioria dos trabalhos que usam o COI como barcode, por exemplo, ndo citam a presenca de
NUMTSs, o que talvez esteja associado ao fato de muitos pesquisadores ndo o tratarem como
potencial problema (Leite, 2012).

Como a realizacdo de outras andlises necessarias a conclusdo de que essas
caracteristicas nas amplificacdes representam NUMTSs (Cristiano et al., 2012; Frangoso et al.,
2015) estava fora do intuito do trabalho, ndo se pode descartar completamente outras
possibilidades, tais como a heteroplasmia (como sugerido por Oi, 2010), condi¢cdo em que
mais de um tipo de molécula do DNA mitocondrial estd presente em um individuo, e cuja
identificacdo é dificultada por ndo culminarem em cddons de parada ou mudancas de fase de
leitura, permanecendo como sequéncias potencialmente funcionais (Magnacca e Brown,
2010).

Oi (2010), considerando a transcricdo do gene COI, verificou que a alteracdo da
maioria das bases em posicbes com picos duplos ndo resultou em modificacdo de
aminodcidos, sendo, principalmente, substituicdes sinbnimas, ocorridas na terceira base dos
cddons. De forma semelhante, para o gene CytB, as substituicdes observadas ocorreram, em
torno de 70 % das vezes, na terceira base. A auséncia de cddons de parada contaria, portanto,
a favor da presenca de heteroplasmia, 0 que, apesar de investigado a época, ndo gerou
resultados conclusivos e a prépria autora considerou que, de posse das analises, ndo se

poderia excluir que ambos 0s eventos estivessem ocorrendo.
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Entretanto, considerando as novas informacGes obtidas nesse trabalho atraves da
analise de cerca de 540 pares de bases para cada uma das 229 sequéncias consenso do gene
16S, nas quais ndo foram constatados picos duplos sequer uma vez, sugere-se que para 0S
genes CytB e COI de Eg. cordata, € mais provavel que seja a presenca de NUMTs que
determina a apari¢cdo de picos duplos e ndo correspondéncia entre bases nas fitas F e R.
Justificando esta afirmacdo, entendemos que, se fossem tais caracteristicas devidas a
heteroplasmia, essa seria provavelmente notada em todos 0s genes presentes na molécula, e
ndo em apenas alguns deles. Inclusive, tendo o 16S apresentado alta diversidade haplotipica
para Eg. cordata, ndo deveria ser dificil observar sequéncias diferentes em um mesmo
individuo no caso de mais de uma populacdo mitocondrial ocorrer no interior de suas células.

De fato, o numero de cdpias mitocondriais coexistindo no individuo de forma a
contemplar as variadas permutagdes encontradas nas distribuicdes dos picos duplos nos
amplicons de COI e CytB deveria ser provavelmente, mais do que duas, algo potencialmente
problematico para uma molécula envolvida em tdo numerosos processos celulares.

Embora heteroplasmias sejam relativamente mais preocupantes do ponto de vista dos
estudos evolutivos, uma vez que podem alterar diretamente os fendtipos, os NUMTS, apesar
de ndo acarretarem necessariamente mudancas de aminoacidos, representam a ocorréncia de
variacao que ndo pode ser desconsiderada.

Diante disso, a utilizacdo de novos pares de primers e o isolamento do genoma
mitocondrial (Frangoso et al., 2015) podem ser estratégias para diferenciar os dois eventos e
elucidar, definitivamente, quaisquer obstaculos para a utilizacdo de genes mitocondriais em
Eg. cordata, evidenciados pela ja citada escassez de sequéncias mitocondriais para a espéecie

disponiveis na rede, apesar dos inimeros trabalhos realizados.

5.5. Amplificac@o dos locos microssatélites

Das 229 amostras analisadas com sucesso para 0 gene 16S, apenas uma apresentou
dificuldade de amplificacdo para todos os locos microssatélites testados, sendo, portanto,
retirada das analises (cidade de Barbalha, CE, referente a extracdo de DNA da antena, pelo
método de CHELEX).

Para o restante das amostras, foram utilizados 15 dos 19 locos testados. Os locos
EQil6 e Eann37b ndo apresentaram variacdo para Eg. cordata; ja Egi2, embora varidvel para

a maioria das amostras, ndo foi amplificado com sucesso, apesar de varias tentativas. O
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loco Egc37, para varias amostras, demonstrou sobreposi¢do com outros locos do multiplex, o
que dificultou sua interpretacdo, optando-se, portanto, por exclui-lo de novas tentativas de
amplificacdo. Desta forma, tais locos foram desconsiderados de todas as analises posteriores.

Dentre os 15 locos analisados, a qualidade de amplificacdo foi bastante elevada. Em
apenas 14 ocasifes, distribuidas em seis amostras, ndo se obteve informacdo. Acredita-se que
foi fundamental a utilizacdo de um grande nimero de locos para ter a variacdo devidamente
acessada, dado o numero reduzido de amostras em algumas popula¢des. A Figura 21 ilustra,
para cada um dos trés fluor6foros utilizados, exemplos de alelos genotipados.

Figura 21 — Exemplos de alelos encontrados para trés locos com fluoréforos diferentes: FAM, HEX e TET.
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&mea heterozigota para loco Egi3.

Os dados de diversidade genética calculados para 38 populacdes analisadas (as
populacdes de Alcantara (MA), Campo Formoso (BA), Formosa de Serra Negra (MA),
Ibipord (PR), Macapa (AP), Sdo Sebastido (SP) e Urucuca (BA) foram excluidas a fim de
obter um niimero amostral de, pelo menos, quatro individuos), evidenciaram um nimero total
de 159 alelos diferentes em 212 amostras, variando de quatro (Eann3) a 20 (Egil) por loco,
sendo o loco espécie-especifico mais variavel, o Egc18, com 15 alelos.

Foram encontrados 24 alelos privados em 17 populagbes, em 12 dos 15 locos
amostrados (exceto Eann3, Egc24 e Egc35). Nenhum individuo apresentou mais de um alelo
privado e o numero encontrado ndo manteve relagio com N amostral. Em relacdo as
localidades, a maioria dos alelos privados (14) foi amostrada em populagdes do estado de Séo
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Paulo. Araras e Piracicaba, inclusive, foram aquelas com mais alelos privados amostrados
(trés em cada) entre as 38 populagdes analisadas. O loco Egil foi 0 que apresentou o maior
namero de alelos privados (quatro).

Alelos privados sdo importantes por garantirem a manutencdo da heterozigosidade
quando do fluxo génico entre as populacfes e por indicarem o prévio isolamento ou contato
entre as mesmas, a depender da quantidade encontrada.

A riqueza alélica foi outra medida de diversidade genética que variou entre as
populacbes e entre os locos. Apenas para o célculo desse parametro, como exigéncia
computacional do software, houve a necessidade de diminuir o nimero de individuos. Foram
utilizadas 196 amostras de 34 populacdes (sendo excluidas aquelas com menor ndmero
amostral, aleatoriamente, até que o numero total de individuos fosse menor do que 200).

A media das riquezas alélicas encontradas para cada populacdo (corrigidas para um
namero minimo de quatro individuos dipléides — diploidizados, no caso dos machos, isto &,
tratados como homozigotos para fins de utilizacdo no software) foi de 2,57 em Ilha Anchieta,
até 4,07 em Rifaina. O nimero médio de alelos para cada populacdo obtido na mesma analise
variou de 2,6 em llha Anchieta até 5,8 em S&o Carlos.

Os valores médios para os dois parametros de diversidade encontram-se no eixo
vertical do grafico na Figura 22 (as siglas utilizadas para os nomes das populacdes, indicadas
no eixo horizontal, podem ser acessadas na Tabela 4, bem como o nimero amostral).

Nota-se que as localidades cujos valores de ambos os indices sdo mais altos, tambem
correspondem as localidades em que fémeas foram amostradas (excetuando-se Vila Velha,
retirada da analise como descrito anteriormente).

A rigueza e o0 nimero de alelos apresentaram menor variacdo quando da comparagao
entre locos do que entre populacdes. O loco Egc35 apresentou 0s menores valores (2,03 e
2,14, respectivamente), enquanto os maiores foram observados para Eann24 (4,34 e 5,00,

respectivamente).
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Figura 22 — Médias da riqueza alélica e do nimero de alelos em 34 populagdes de Eg. cordata.
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* Localidades em que foram amostradas apenas fémeas.
** |ocalidades em aue foram amostrados machos e fémeas.

Para verificar se a utilizacdo de machos diploidizados e fémeas na mesma andlise foi
adequada, os indices também foram calculados separadamente, tomando-os como duas
amostras distintas. Os resultados obtidos para riqueza alélica, nimero de alelos e diversidade
génica para os 15 locos nos dois agrupamentos nao foram significativamente diferentes em
suas variancias (teste F), e suas médias também se apresentaram semelhantes (Quadro 5).

Tal homogeneidade entre os dados de agrupamentos de machos e fémeas indica que a
utilizacdo dos individuos de ambos 0s sexos para essas analises € possivel.

Algumas analises, entretanto, sugerem a utilizacdo de uma quantidade de individuos
que ndo foi atingida nas populagdes amostradas. Além disso, a maioria das populacbes é
constituida apenas por machos. Diante disso, as estimativas de heterozigosidade esperada e
observada calculadas apenas nas amostras de fémeas, tomadas como uma metapopulacéo,
foram utilizadas para identificar como o0s locos se encontravam em relacdo ao equilibrio
genético de Hardy-Weinberg (Quadro 6). Isto foi possivel considerando que sdo amostras
coletadas em popula¢Ges muito proximas, no estado de S&o Paulo, compartilhando, inclusive,

grande parte dos hapl6tipos mitocondriais.
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Quadro 5 — Valores de diversidade génica, riqueza alélica e nimero de alelos para agrupamentos de
machos e fémeas de Eg. cordata amostrados.

Machos Fémeas
Loco |Div. Génica| Rigueza Alélica| N2 de Alelos| Div. GEnica| Riqueza Alélica| N2 de Alelos
Egcly 0.853 11.000 11 0.873 9.983 10
Egc3s 0.533 5.000 5 0.504 4,000 4
Egcsl 0.516 5.000 5 0.539 6.983 7
Eann3 0.430 4.000 4 0.290 3.983 4
Eannd 0.675 6.999 7 0.723 6.983 7
Eannd 0.5870 14.000 14 0.866 12,931 13
Egid 0.740 6.999 7 0.802 9.000 9
Egil3 0.782 8.999 9 0.724 7.000 7
Egil 0.791 15.998 16 0.877 18.930 19
Egi3 0.645 6.000 b 0.659 5.982 B
Egc24 0.675 7.999 a 0.670 8.000 a8
Egc2b 0.5818 11.000 11 0.837 10.000 10
Egc30a 0.338 5.000 5 0.664 5.983 ]
Egcld 0.845 13.978 14 0.892 13.948 14
Eann24 0.883 15.000 15 0.865 14.965 15
K 0,706 9.131 9.133 0,719 9.244 9.266
5? 0,022 16,68 16,69 0,029 18,34 18,5
5 0,148 4,08 4,08 0,17 4,28 4,3

X = Média; s? = Variancia; s = Desvio Padréo

Fdiversidade genica (Szfémeaslszmachos) =1,32; Friqueza alética (Szfémeaslszmachos) = 1,09; Fnumero de alelos (Szfémeaslszmachos) =11
Fc (consultado em http://www.ufpa.br/dicas/pdf/biotaf2.pdf ): 2,95

F < Fc em todos 0s casos: as variancias ndo diferem significativamente — as amostras sdo homogéneas.

Quadro 6 — Teste de Qui-quadrado para equilibrio de Hardy-Weinberg estimado para 15 locos
microssatélites em amostras de fémeas de Eg. cordata.

Locos

Egc17 | Egeas|Egesi|Eann3| Eanna| Eanng| Egia | Eminz | Egin | Emiz | Egc24 | Epc2s |Egcaoa| Ezcis |Eannaab
N | sa | s8|[5s8| s8] s8] 58| 58] s8 58 58 | s8 | 57 | 58 | s8 58

Na |10,000] 4,000 7,000( 4,000] 7,000 |13,000] 9,000 | 7,000 13,000 | 6,000 | 8,000 {10,000 6,000 |14,000] 15,000
Ne | 7,345 1,994 2,150] 1,403 | 3,519 | 7,082 4,907 3,556 | 7,568 | 2,886 | 2,970 5,844 2,928 | 8,659 | 6,994
Ho | 0,741] 0,414 0,552 0,293] 0,638 | 0,845 | 0,897 | 0,793 | 0,724 | 0,707 0,569 | 0,789 | 0,707 | 0,897 | 0,793
He | 0.864 | 0,499 0,535 0,287] 0,716 | 0,859 | 0,796 | 0,719 0,868 | 0,654 | 0,663 | 0,829 | 0,658 | 0,885 | 0,857
x> |63,296| 9,864 | 3,824| 1,399 | 18,608| 71,235| 31,937 14,360| 264,392 11,207| 68,932 | 56,810 91,662 | 89,021 186,061
p | 0,037|0,131|1,000] 0,966 0,610 | 0,693 | 0,652 | 0,854 | 0,000 | 0,738 | 0,000 0,111 | 0,000 | 0,533 | 0,000

Sig. * ns ns ns ns ns ns ns EE ns o ns o ns o

N: Nomero amostral; Na: Numero de alelos; Ne: Numero efetivo de alelos; Ho: Heterozigosidade
observada; He: Heterozigosidade esperada; X2 Qui-quadrado; P: Probabilidade; Sig.: Significancia; ns:
ndo significativo; *: P < 0,05; ***:P < 0,01.
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Nenhum dos 15 locos analisados desviou do equilibrio. A heterozigosidade observada
variou de 0,293 a 0,897 entre os locos, com uma média de 0,690, o que demonstra sua
hipervariabilidade. Para essas amostras, através do software Microchecker 2.2.3, foi avaliada
a provavel existéncia de alelos nulos, sugerida pelo excesso de individuos homozigotos,
evidenciados apenas para os locos Egcl7 e Egil. A heterozigosidade elevada indica boa satde
populacional, pois reflete uma alta diversidade genética, a qual pdde ser também observada
anteriormente, na Tabela 8, para a maioria dos alelos, de forma muito semelhante em ambos
0S Sex0s.

De volta as analises com machos e fémeas constituindo o mesmo grupo amostral, foi
acessada a estruturacdo populacional a partir da AMOVA com as mesmas 38 populacGes
citadas anteriormente para o calculo dos indices de diversidade (212 amostras de populacGes
com, pelo menos, quatro individuos, nenhuma das quais possuia haplétipos mitocondriais
exclusivos), além do teste de Mantel.

O teste de Mantel ndo apresentou correlacdo entre as distancias genéticas e geograficas
(r = 0,14; P = 0,0009), o que foi reforcado pela baixa estruturacdo observada para esses
marcadores:

O valor de ®st (0,026, P = 0,000) estimado indica que a maior parte da varia¢do nao se
da por diferencas entre as populagdes, resultado semelhante ao comumente encontrado para
Euglossini. Diferencas entre os individuos seriam as principais responsaveis pela variagcdo
observada (71%).

Por exemplo, para oito espécies do género Euglossa amostradas ao longo de trés
regibes no México (Zimmermann, et al., 2011) e analisadas para seis locos microssatélites,
observou-se, no geral, populacbes geneticamente homogéneas. Suni et al. (2014), analisando
oito locos microssatélites para Eg. championi amostradas em regides afastadas até quase 80
km entre si, ha Costa Rica, ndo identificaram heterogeneidade populacional significativa.

Em populacdes de Eg. cordata amostradas no interior e litoral do estado de Séo Paulo,
encontrou-se pequena heterogeneidade populacional quando da analise de nove locos
microssatélites (Cerantola et al., 2011) e, para esses mesmo locos, entre duas populacbes
amostradas em regibes distantes aproximadamente 600 m por agua, no litoral de Sdo Paulo
(Rocha-Filho, et al., 2013), observou-se que a heterogeneidade encontrada ndo foi

significativa para essa espécie, bem como para outras duas espécies de Eulaema, embora Boff
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et al. (2014) tenham identificado que a &gua pode ser uma barreira muito efetiva ao fluxo
génico em Eg. cordata quando as distancias comegam a aumentar.

Nesses trabalhos observa-se que o tipo de estruturacdo genética encontrada para as
populacbes pode variar conforme a espécie em questdo, além de poder sofrer influéncia dos
tipos de ambiente e da conectividade entre eles. Apesar disso, para Eg. cordata e outras
espécies, sugere-se, na maioria das vezes, que a homogeneidade encontrada reflita um fluxo
génico elevado, grande capacidade de dispersdo e tamanho populacional consideravelmente
alto (Soro etal., 2017).

Na aplicacdo da andlise bayesiana, a atribuicdo das amostras a grupos definidos a
partir da variacdo observada no conjunto amostral total identificou como mais provavel um
agrupamento de K = 4 (Figura 23).

Para essa analise, foi possivel a utilizacdo das 45 populagbes descritas inicialmente
(apenas uma populacdo analisada para 0 16S no BAPS ndo foi representada, a amostra

referente a cidade de Barbalha, no Ceara, devido a ja citada ndo genotipagem).

Figura 23 — Representacdo grafica para K = 4 em 228 amostras de Eg. cordata, separadas em 45
populaces.

1

u Ut

Cada linha colorida representa um individuo e as populagfes estdo separadas por linhas pretas, mais extensas.
A correspondéncia entre populag@es e individuos, em sequéncia, se encontra no Apéndice F. Figura gerada no
dominio online: pophelper.com a partir de resultados obtidos no software Structure.

Observa-se que a maioria das populacdes possui individuos cujas ancestralidades estéo
associadas a mais de um cluster, bem como pelo menos dois clusters diferentes representados
entre suas amostras (Quadro 7), o que explica, em parte, a baixa diferenciacdo relatada entre
populacdes quando comparada as diferencas entre os individuos. N&o foi possivel, a principio,
identificar padrdes entre os clusters e as localidades, apesar de algumas poucas populacdes
apresentarem uma quantidade muito maior de individuos em um anico cluster do que em

outros.
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Quadro 7 — Numero de individuos, por populagdes, associados aos quatro agrupamentos gerados pelo software

Structure. Cluster 1
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As siglas representam as cidades amostradas e podem ser acessadas na Tabela 4. Os 12 estados estdo
separados por linhas, na seguinte sequéncia: Sdo Paulo, Amap4, Rio de Janeiro, Maranhdo, Para, Mato Grosso,
Parang, Bahia, Paraiba, Alagoas, Amazonas e Espirito Santo.
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1 Graficamente, quando da visualizagdo em funcdo dos k-grupos, demonstra-se mais
2 facilmente a heterogeneidade entre os genoétipos individuais (Figura 24) e como os clusters

3 ndo sdo totalmente estruturados.

Figura 24 — Representagdo grafica para K = 4 em 228 amostras de Eg. cordata, alocadas nos grupos.

Cada linha colorida representa um individuo e os grupos estdo separados por linhas pretas. Figura gerada no
dominio online: pophelper.com a partir de resultados obtidos no software Structure.

Com o intuito de facilitar a comparacdo entre a variacdo observada para os dois
marcadores (mitocondrial e microssatélites), optou-se por organizar as amostras de forma
distinta e refazer a analise, considerando como populagdes os trés grupos identificados para o
DNA mitocondrial no software BAPS (Figura 25).

N oo i b

Figura 25 — Agrupamentos Bayesianos para K = 4 em 228 amostras de Eg. cordata, separadas em trés
populagdes.

1, 2 e 3 correspondem aos agrupamentos gerados no software BAPS, descritos na se¢do 4.3 e separados por
linhas pretas. Figura gerada no dominio online: pophelper.com a partir de resultados obtidos no software
Structure.

8 Como o conjunto de dados é o mesmo, 0 K mais provavel atribuido pelo método de
9 Evanno (Evanno et al., 2005) ainda foi 0 4, e o padrdo observado indica que, em relacdo
10  aquelas populagdes, o agrupamento 1 se distancia ligeiramente dos outros dois, como pode ser

11  observado pela coloragdo amarela, frouxamente representada no agrupamento 1 (amostras do
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litoral, principalmente) quando em comparacdo aos agrupamentos 2 e 3 (que contemplam, em
sua maioria, amostras do interior), 0 que se inverte em relagdo a coloragdo azul clara. E

interessante observar que a diviséo litoral/interior parece fazer sentido também nesse caso.

5.6. Machos diploides

N&o foram identificados machos diploides entre os 170 presentes no conjunto
amostral, resultado semelhante ao ja documentado para a espécie no estado de Sdo Paulo, para
diferentes nimeros de locos microssatélites estudados. Takahashi et al. (2001), analisando 94
machos de Eg. cordata coletados em quatro cidades, ndo encontraram um Unico espécime
diploide; Cerantola et al. (2011), ao analisarem 177 machos coletados em nove cidades,
identificaram apenas um individuo diploide; por outro lado, em 1245 machos coletados em
area costeira e em trés ilhas do estado, Boff et al. (2014) detectaram sete individuos diploides.

Em diferentes cidades do estado do Maranh&o, Martins (2017) encontrou, para 337
individuos de Eg. cordata, 14 machos diploides. Destes, apenas dois estavam presentes em
localidade analisada no presente trabalho (Cururupu), sendo as demais localidades em comum
(Alcantara, Anajatuba, Caxias, Coelho Neto e Formosa de Serra Negra) também isentas de
machos diploides, segundo sua analise.

Para outras espécies da tribo, os resultados se assemelham (Souza et al., 2010;
Zimmermann et al., 2011; Soro et al., 2017) ou se desviam ligeiramente (Giangerelli et al.,
2015).

Como discutido nesses trabalhos (alguns dos quais possivelmente compartilham
amostras com as estudadas aqui, e cujos resultados estdo sendo corroborados), a identificacdo
de machos diploides é importante indicativo de salde das populacdes, especialmente para
aquelas presentes em ambientes antropizados, os quais tendem a diminuir o tamanho
populacional, favorecendo a endogamia e, assim, a producdo de machos dipldides em
himendpteros.

Apesar do aparente cenario favoravel as diferentes populaces sob o parametro dos
machos dipldides, cada espécie deve ser analisada independentemente, a fim de evitar
generalizacbes que possam subestimar o grau de degradacdo dos ambientes em que estdo

inseridas e como isso afetaria sua diversidade genética.
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A auséncia de machos diploides reforca ainda a grande capacidade de dispersdo
sugerida para a espécie (Tonhasca Jr. et al., 2002; Milet-Pinheiro e Schlindwein, 2005; Soro
etal., 2017).

5.7. Sintese dos resultados obtidos com DNA mitocondrial e locos microssatélites

A estrutura genética observada na analise do DNA mitocondrial reforca o sugerido
como padrdo de dispersdo encontrado para as fémeas, uma vez que, sendo elas filopatricas, é
esperado que as populacbes sejam mais heterogéneas para esse marcador. Ao contrario, 0s
marcadores nucleares mostraram homogeneidade entre as populagdes, permitindo inferir,
portanto, a dispersao dos machos.

Resultados semelhantes para ambos os marcadores foram encontrados por Penha et al.
(2015) para Euglossa iopoecila e também associados a filopatria da fémea. Por sua vez, em
analises de microssatélites realizadas por LoOpez-Uribe et al. (2015) na abelha solitaria
Colletes inaequalis, comparados com analises de relacGes de parentesco entre individuos de
um mesmo ninho e observacdo de raros machos diploides, permitiram a deducéo do viés na
dispersdo, em funcdo dos machos.

Ja em Halictus scabiosae, atraves de analises de locos microssatélites e observagdes
de ninhos, Ulrich et al. (2009) reconhecem que, embora haja indicios de que a dispersao seja
feita principalmente pelos machos dessas abelhas, as fémeas ndo sejam estritamente
filopatricas.

De fato, tal mobilidade ndo pode ser excluida completamente. A existéncia de
conectividade entre os ambientes aliada a necessidade por buscas de recursos alimentares ou
mesmo locais adequados a nidificacdo (uma vez que, entre as reativacdes de ninhos,
comportamentos agonisticos da fémea dominante podem levar a uma severa desvantagem
pelas subordinadas) sdo fatores que poderiam propiciar a dispersdo das fémeas em Eg.
cordata. Oi et al. (2013) recapturaram, apos dois dias, uma fémea dessa espécie a 360 m do
local de captura, distdncia que talvez seja muito grande apenas para forrageamento,
considerando os custos energéticos envolvidos.

Entretanto, como tal assimetria em relacdo ao padrdo de dispersdo ja foi reforcada a
partir de observacdo de comportamento intranidal, com machos ndo retornando ao ninho ap6s
a emergéncia, e fémeas permanecendo no local, reativando-os com frequéncia, e, além disso,

no presente trabalho, a auséncia de machos diploides também indicarem que a dispersao dos
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mesmos ocorra, evitando a endogamia, 0s dados apontam que, apesar da possivel mobilidade
entre as fémeas da espécie, 0s machos sdo 0s principais responsaveis pelo fluxo génico.

Foi a partir da utilizacdo do marcador mitocondrial que a existéncia de, no minimo,
dois grupos populacionais foi evidenciada, padrdo que, a principio, ndo teria sido percebido a
partir dos marcadores microssatélites, isoladamente. Como esses dois marcadores possuem
sensibilidades diferentes para deteccdo de eventos ocorridos nas populagdes em tempos
distintos, a divisdo entre os grupos litoral e interior, se comprovadas, talvez sejam recorrentes
da histdria mais antiga da espécie.

Ldpez-Uribe et al. (2014) discutem como mudancas climaticas do Pleistoceno, entre
outros fatores, podem ter moldado a diversidade genética observada para trés espécies de
Euglossini, influenciando na grande estruturacdo para mtDNA encontrada, e concluem que,
apesar da dispersdo dos machos (detectada pelos marcadores nucleares) ser responsavel pelo
fluxo génico entre essas populacGes, a tribo é passivel a perdas na conectividade genética
quando exposta a grandes mudancas climaticas.

Frantine-Silva et al. (2016), pelo uso de mtDNA, comparando populacdes de Euglossa
iopoecila ao longo do Dominio da Mata Atlantica, sugerem que eventos vicariantes (entre
outros possiveis fatores) teriam moldado a diversificacdo genética da espécie, padrdo que
resultou em trés grupos distintos com baixo fluxo génico entre eles, o que também estaria
relacionado a filopatria das fémeas. Apesar de, nesse trabalho, ter sido observada grande
relacdo entre as distancias genéticas e geograficas, diferentemente do observado para
Euglossa cordata, outros dados também se assemelham, como, por exemplo, a alta
diversidade haplotipica entre as amostras, bem como parte da distribuicdo da espécie.

Esses trabalhos ilustram como enfoques filogeograficos podem ser uma alternativa
para compreender a possivel divisdo em grupos observada no presente estudo.

De fato, os diferentes biomas existentes revelam padrdes de fauna e flora intimamente
relacionados aos fatores abioticos dos locais em que estdo instalados. Esses, por sua vez,
guardam estreita associacdo com a geografia. Os ambientes, entretanto, sdo mutaveis, e ao
longo do surgimento e evolucdo das espécies, diferentes eventos historicos influenciaram a
distribuicdo dessas (Avise, 2009) ao exercerem diversas pressdes ecoldgicas e ao moldarem
0s espacos disponiveis para a ocupacdo de seus nichos.

Abordagens filogeogréficas permitem atribuir significados aos padrbes observados de

dispersdo e ocupacdo de ambientes, sugerindo explicacGes para a diversidade biologica
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encontrada e auxiliando na compreensdo de fatores que, atualmente, podem estar
influenciando a organizacdo das espécies nos ecossistemas.

Ainda que dois grupos distintos paregam claramente existir, a observagdo da arvore
filogenética, da rede de haplétipos e dos agrupamentos bayesianos destacam o inicio de um
suposto terceiro grupo, constituido apenas por amostras de um Unico haplétipo, o qual
necessita investigagdo. Apesar de intimamente relacionado ao grupo interior, tendo sido
caracterizado em diferentes localidades que compartilham outros haplétipos e que sdo, em
geral, muito proximas entre si, ele se distancia geneticamente dos outros hapl6tipos de forma
acentuada. E possivel que haplétipos ndo amostrados estejam mais proximamente ligados ao
hap4 (como sugere os mediam vector 1 na rede haplotipica), de forma a diluir a diferenca
observada em comparagdo ao grupo interior e/ou que, ainda, um novo agrupamento seja, de
fato, observado.

A importéncia do uso de mais de um tipo de marcador pode trazer outras vantagens,
como por exemplo: os padrées nucleotidicos caracteristicos observados para o gene 16S
permitem que espécies sejam diferenciadas entre si (Lopez-Uribe e Del Lama, 2007),
auxiliando no reconhecimento dos individuos, os quais, pela semelhanca morfolégica muitas
vezes apresentada, mesmo com cuidadoso trabalho de identificacdo, podem ser erroneamente
nomeados e acabar gerando equivocos importantes no momento da analise dos dados, caso a
correcdo nao seja feita a tempo. Nesse trabalho, houve vezes em que se fez necessario recorrer

a interpretacdo desses padroes.
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6. Conclusoes e perspectivas

Em comparacdo com a totalidade de trabalhos desenvolvidos utilizando diferentes
espécies de Euglossini como modelo, poucos sdo os que, recorrendo a ferramentas genéticas,
trazem informacGes sobre a biologia do grupo que podem ser utilizadas para compreender a
forma como essas abelhas conquistaram os diferentes ambientes em que se distribuem hoje.

O fragmento do gene mitocondrial 16S aqui utilizado se mostrou um instrumento Util
para o entendimento das relacGes genéticas entre populacdes de Euglossa cordata, as quais,
amostradas em grande parte da ocupacdo documentada para a espécie, incluindo regides ndo
inseridas na distribuicdo esperada e localidades investigadas de forma inédita para a presenca
da tribo Euglossini, trouxeram informac6es sobre a diversidade e estrutura genética da espécie
como nunca antes acessadas.

Além disso, o trabalho alerta para dificuldades apresentadas durante tentativas de
amplificacdo de outros genes mitocondriais (COIl e CytB) que ainda carecem de investigacao,
provavelmente com a utilizagdo de outros enfoques metodoldgicos.

A baixa estruturacdo encontrada entre as populagdes quando analisados os 15 locos
microssatelites indica a ocorréncia de fluxo génico entre elas e um presumivel elevado
namero de individuos, sugerindo uma boa saude para as populacfes amostradas, a qual é
justificada também pela grande diversidade alélica, como um todo. Entretanto, como 0s
indices de diversidade variaram entre as populacdes, cada uma deve ser avaliada com cautela
quando héa interesse em se comparar, por exemplo, em que grau a degradacdo do ambiente em
que se encontram poderia afeta-las.

Foi possivel inferir, comparando as analises do marcador mitocondrial e dos locos
microssatélites, a provavel existéncia de dispersdo sexo-assimétrica, em que o macho é o
principal responsavel pela disseminacdo do material genético e a fémea exibe certa filopatria.

A utilizacdo dos dois marcadores permitiu apoiar, além dos papéis de ambos 0s sexos
na dispersdo, a existéncia de distintos grupos de populacbes associados a regides geograficas
diferentes, uma predominantemente situada sob o Dominio da Mata Atlantica, e outra
composta por variados dominios morfoclimaticos, ambos com diferentes graus de
perturbacdo. Esses possiveis padrdes na distribuicdo da espécie podem representar uma rota
de dispersao via litoral, e outra mais central, afastada da costa.

A grande amplitude da amostragem e a utilizagéo conjunta de marcador mitocondrial e

elevado nimero de locos microssatélites polimdrficos, permitiu identificar novos motivos
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para que o trabalho seja continuado, investigando a disperséo através de rotas pelo litoral e
pelo interior, a qual deve envolver ndo somente a expansdo do numero de localidades
amostradas (especialmente em direcdo ao centro e ao norte do Brasil), de forma a diminuir as
lacunas geogréficas existentes entre os dois agrupamentos, mas também complementar a
amostragem reduzida em populac@es ja investigadas, bem como o acréscimo de outro gene
que agregue informacg0es, atestando ou ndo o observado e tornando mais claras as relagdes
dentro da espécie. Assim, ha a possibilidade da inclusdo de novas analises aprofundando os
resultados.

Nesse sentido, é interessante observar como os estudos de filogeografia podem
contribuir para o entendimento da diversificacdo da tribo Euglossini, cuja abrangéncia da
distribui¢do inclui, como j& mencionado, variados dominios morfoclimaticos, desde o0s

perturbados até os mais preservados.
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Apéndice A — Informagdes geogréficas das 46 localidades em que foram amostrados os espécimes utilizados no presente trabalho.

Cidade Estado Latitude Longitude Altitude (m) Classificagéo

Murici Alagoas  9°16'52.76"S 35°56'13.18"0 135 Litoral

Manaus Amazonas 3 T7as0"s  60° 1182370 75 Interior

Macapa Amapa 0°2'8.06"N 51° 4'13.93"0 14 Interior

Campo Formoso Bahia 10%11'29.13"S 40°47'48.89°0 533 Interior
Prado Bahia 17°20'8.57"S 39°13'31.1170 10 Litoral

Uruguca Bahia 14°30'55.79"S 35°17'5852"0 281 Litoral

Barbalha Ceara 7°17'55.02"S  39°18'8.76"0 412 Interior

Itatinas (Conceicio da Barra) Espirito Santo  18°25'12.99"5 39742355770 9 Litoral
Sooretama Espirito Santo  19° 5'64.14"S  40°1110.37°0 90 Litoral

Vila Velha Espirito Santo  20°20'52.02"S  40°17'41.83"0 9 Litaral
Alcéntara Maranhdo  2°24'14.06"S  44°24'55 3170 8 Litoral
Anajatuba Maranhdo  3°18'34.24"S  44°37'3167°0 9 Litoral

Caxias Maranhao  4°51'65.49"S 43°21'43.19°0 ik Interior

Coelho Neto Maranhdo  4°1534.83"S  43° 155870 61 Interior
Cururupu Maranhdo  1°49'49.29"3 44°48'47 2070 23 Litoral

Formosa de Serra Negra Maranhao 6°26'26.01"5 46°11°31.19"0 315 Interior
Dourados Mato Grosso do Sul 22°13'37.93"S 54°49'44 85°0 424 Interior

Belém Para 1°27'20.81"S 48°292471"Q 1 Litaral

Jodo Pessoa Paraiba  7° 7'10.18"5 34°50°42.04"0 43 Litaral
Guaraquecaba Parana 25°14'40.23"S  48°19°8.50"0 51 Litoral
Ibipera Parana 23°16'8.75"S 51°2'62.34"0 501 Interior

Londrina Parana 23°18"16.03"S 5110105070 606 Interior

Casemiro de Abreu Rio de Janeiro 22°28'47.27"S 42°12'10.45°0 29 Litaral
Teresopolis Rio de Jansiro  22°25'1.04"S  42°58'32.23°0 913 Litoral

Fonte: Google Earth Pro (2018)



Apéndice A (continuagdo) — Informacdes geogréficas das 46 localidades em que foram amostrados os espécimes utilizados no presente trabalho.

Cidade Estado Latitude Longitude Altitude (m) Classificagao

Araraquara Sdo Paulo  21°475.38"S 48°10°43.14"0 674 Interior

Araras 580 Paulo 22°2137.74"S 47722473570 619 Interior

Bertioga 580 Paulo 23°48'23.15"3 467 3'32.23°0 9 Litoral
Caraguatatuba Sdo Paulo 23°37'32.13"S  45°25'26.92"0 G Litoral
Franca 530 Paulo 20°32'21.58"S  47°24'4 840 987 Interior

Guaruja 530 Paulo 23°559'41.88"S 46715247570 6 Litoral

llha Anchieta (Ubatuba) 530 Paulo 23°30'54.53"S  45°824.08°0 1 Litoral
llhabela 530 Paulo 23°48'57.02"5  45°21'59.33"0 1 Litoral

Jaboticabal 530 Paulo  21°15'9.05"3  48°19'32.43°0 601 Interior

Leme 530 Paulo 22°10'52.83"3  47°2344170 520 Interior

Pedregulho 530 Paulo 20°1522 403 47°28'51.74°0 1018 Interior
Picinguaba (Ubatuba) 530 Paulo 23°22'38.78"5  44°50'14.3570 17 Litoral
Piracicaba 580 Paulo  22°44'3.43"S  47°38'53.03"0 535 Interior

Ribeirdo Preto 580 Paulo 21°1013.44"S 47748371770 536 Interior
Rifaina 530 Paulo  20° 415.75"S  47°26'21.2570 571 Interior

Rio Claro 530 Paulo 22°24'53.65"3  47°33'54.5070 617 Interior

530 Carlos 530 Paulo 22°0'31.35"3  47°53'27.33°0 860 Interior

380 José dos Campos Sdo Paulo 23°13'25.32"5  45°54'327°0 597 Interior
530 Sebastide 530 Paulo 23°4822.85"3  45°24'5.9570 1 Litoral

530 Vicente 530 Paulo 23°57'38.68"3 46°23'46.05°0 5 Litoral

Teodore Sampaio Sdo Paulo 22°31'53.18"S  52°10°24.10"0 322 Interior
Ubatuba 530 Paulo  23°26M.22"S  45°51.87°0 6 Litoral

Fonte: Google Earth Pro (2018)



Apéndice B — Procedéncia das amostras estudadas, por localidades, em funcdo do tipo do material analisado:
perna, antena, espécime inteiro ou material genético ja extraido.

Procedéncia DNA extraido | Pernas ou Antena Espécime
Armazenado do LGEH
Jodo Pessoa
Araraquara
Araras
Bertioga
Caraguatatuba
Franca
llha Anchieta
Jaboticabal
Leme
Pedregulho
Picinguaba
Piracicaba
Ribeirdo Preto
Rifaina
Rio Claro
S&o Carlos
Séao Sebastiao
Sao Vicente
Ubatuba
Recebido de colaboradores
Alcantara
Anajatuba
Barbalha
Belém
Campo Formoso
Casemiro de Abreu
Caxias
Coelho Neto
Cururupu
Dourados
Formosa de Serra Negra
Guaraquecaba
Guaruja
Ibipora
llhabela
Conceicdo da Barra
Londrina
Macapa
Manaus
Murici
Prado
Sooretama
Teodoro Sampaio
Teresopolis
Urucuca
Vila Velha
Coleta
S&o José dos Campos
Sé&o Carlos
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Apéndice C - Cidades classificadas como litoréneas a partir da andlise de critérios do Plano Nacional de Gerenciamento Costeiro (PNGC).

Localidade Estado Critério de classificacéo
Murici Alagoas Distante < 50 km da costa e com atividades de impacto ambiental na Zona Costeira
Prado Bahia Defrontante com o mar
Uruguca Bahia Defrontante com o mar
ltatinas (Conceicdo da Barra) Espirito Santo Defrontante com o mar
Sooretama  Espirite Santo Distante < 50 km da costa & com ecossistemas costeiros de alta relevancia
Vila Velha Espirito Santo Defrontante com o mar
Alcédntara Maranhéo Defrontante com o mar
Anajatuba Maranhao Estuarino-lagunar
Cururupu Maranhéo Defrontante com o mar
Belém Para Defrontante com o mar
Jodo Pessoa Paraiba Defrontante com o mar
Guaraquecaba Parana Defrontante com o mar
Casimiro de Abreu Rio de Janeiro Defrontante com o mar
Teresopolis  Rio de Janeiro Desmembrado de municipio ja inserido na Zona Costeira
Bertioga Sdo Paulo Defrontante com o mar
Caraguatatuba Sdo Paulo Defrontante com o mar
Guaruja S&o Paulo Defrontante com o mar
llha Anchieta (Ubatuba) Sdo Paulo Defrontante com o mar
lIhabela Sdo Paulo Defrontante com o mar
Picinguaba {Ubatuba) Sdo Paulo Defrontante com o mar
SEo Sebastiao Sdo Paulo Defrontante com o mar
S&o Vicente S&o Paulo Defrontante com o mar
Ubatuba Sdo Paulo Defrontante com o mar

<: Menos do que.
Fonte: Paula Goéria (2018)



Apéndice D - Vinte haplétipos de 16S de Eg. cordata e respectivas localidades amostradas, separados em relagdo ao tamanho do maior fragmento de restricdo (174 ou 144).
Fragmento 174 Hapl Hap3 Hap7? Hap8 Hapl0 Hapll Hapl3 Hapléd Hapls Haplt Hapls Hapls
Vilg Velha - E5 Conceigdo do Barra - ES Murici - AL Murici - AL Mocopd - AP Vila Velha - E5 Teresdpolis - B! Casimiro de Abrew - R1 Murici- AL Angjatuba - MA  thabela - 5P Cururupu - MA
Casimiro de Abreu - R} Soorstama - ES Prado - BA Manaus - AM Belém - PA Guaroguecoba - PR Coelho Neto - MA
Bertioga - 5P Vila Velha - E5 Uruguca - BA Prodo - BA Casimiro de Abreu - RJ
Caroguatatuba - 5P Guaraguegoba - PR Vila Velha - ES Uruguco - BA

Guarujd - 5P Casimiro de Abreu - RJ Alcdntara - MA Cururupu - M4
lha Anchieta - 5P Teresdpolis - RJ Anajatuba - MA Belém - PA

llhabela - 5P Bertioga - 5P Caxias - MA Jodo Pessoa - PB

Picinguaba - 5P Caraguatatuba - 5P Coelho Neto - MA
5do 1. Campos - 5P Guarujd - 5P Cururupu - MA
Sdo Sebastido - SP itha Anchieta - 5P Belém - PA

Sdo Vicente - 5P habela - 5P Jobio Pessoa - PB

Ubatuba - 5P Picinguaba - SP
5do ). Campos - 5P
Sdo Sebostido - 5P
Sdo Vicente - SP
Ubatuba - 5P
Fragmento 144 Hap2 Hapd Hap5 Hapt Hap% Haplz Hapl? Hap20
Barbalha - CE Araraguara - 5P Rio Claro - 5P Murici - AL Araraquara- 5P Campo Formoso - BA Belém - PA Formosa 5. Negra - MA
Ibipord - PR Franca - SP Campo Formoso - BA  laboticabal - SP
Londrina - PR laboticabal - SP Sooretama - ES

Caxias - MA

Araraguara - SP Pedregulho - 5P

5do 1. Campos - 5P
Teodoro Sampaio - SP

Araras - SP Piracicaba - SP
Franca - SP Ribeirdo Preto - SP
laboticabal - 5P Rifaina - SP
Leme - SP Rio Claro - SP
Piracicaba - 5P Sdo 1. Campos - 5P
Ribeirdo Preto - SP
Rifaina - SP
Rio Claro - 5P
sdo Carlos - SP

Formosa 5. Negra - MA
Dourados - MS
Londrina - PR
Araraguara - SP
Araras - SP
Franca - 5P
Leme - 5P
Pedregulho - 5P
Piracicaba - SP
Ribeirdo Preto - 5P
Rio Claro - SP
sdo Carlos - SP
Sdo J. Campos - 5P
Teodoro Sampaio - 5P

Italico: Amostras do grupo litoral; Negrito: Amostras do grupo interior.

Hap2, 4,5, 9, 12, 20: Haplétipos do agrupamento interior. Hapl, 3, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19: Hapl6tipos do agrupamento litoral.




Apéndice E — Redes de haplétipos do interior (vermelha) e litoral (amarela), tomadas separadamente.

H_I5 H_16
H 10 O O
H_08
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@
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®) H 03

Os tracos (-) representam os passos mutacionais. H: hapl6tipos. Redes geradas pelo software POpART.
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Apéndice F — Lista de populagdes determinadas geograficamente utilizadas em anélise no software Structure e
numero correspondente aos individuos de Euglossa cordata que as compdem.

Populacdo Individuos
Caraguatatuba - SP 1-7
S&o Carlos - SP 8-16
S3o0 Vicente - SP 17-22
Rifaina - SP 23-28
Pedregulho - SP 29-34
Jaboticabal - SP 35-39
Piracicaba - SP 40-44
Leme - SP 45-49
Rio Claro - SP 50-54
Ubatuba - SP 55-61
Bertioga - SP 62 - 66
Sd0 José dos Campos - SP 67-73
Conceicdo da Barra - ES 74-79
Ribeirdo Preto - SP 80-85
Macapa - AP 86
Araraquara - SP 87-94
Picinguaba - SP 95-99
Ilha Anchieta - SP 100- 104
Franca - SP 105- 108
Jodo Pessoa - PB 109- 113
Araras - SP 114-120
Vila Velha - ES 121-124
Campo Formoso - BA 125-127
Manaus - AM 128-131
Dourados - MS 132-135
Sooretama - ES 136 - 140
Ibipor3 - PR 141 - 142
Guaraquecaba -PR 143 - 148
Teresopolis - RJ 149 - 154
Casimiro de Abreu-RJ 155- 159
Prado - BA 160 - 163
Uruguca - BA 164 - 166
Murici - AL 167-172
Londrina - PR 173-177
Teodoro Sampaio - SP 178 - 181
S30 Sebastido - SP 182-184
Cururupu - MA 185- 190
Caxias - MA 191-196
Guaruja - SP 197- 202
Coelho Neto - MA 203 - 207
Ilhabela - SP 208 - 211
Anajatuba - MA 212- 217
Belém - PA 218-224
Formosa de Serra Negra - MA | 225- 227
Alcdntara - MA 228
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