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SILVA, W. F. Filogeografia, padrbes demograficos historicos e diversidade genética de
abelhas Euglossini, com énfase em espécies da Mata Atlantica. 2018. 294 f. Tese (Doutorado
em Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2018.

RESUMO

A tribo Euglossini compreende um grupo de abelhas neotropicais de cerca de 240 espécies as
quais apresentam complexas historias bioldgicas pouco exploradas do ponto de vista
biogeografico e filogeografico. Devido uma gama de comportamentos e outras peculiaridades,
estas abelhas apresentam uma intrinseca relagcdo com seus ambientes, de modo que suas historias
bioldgicas séo reflexo da prépria historia de seus respectivos habitats. Amplamente distribuidas
nas florestas Umidas americanas, as abelhas das orquideas, como séo popularmente conhecidas,
apresentam altas taxas de endemismo na Mata Atléntica, onde quase 50% das espécies
documentadas sdo endémicas a este ambiente. Dentre muitos fatores por trds dos processos
geradores de diversidade, mudancas climaticas ao longo do Pleistoceno, movimentos
neotectdnicos e barreiras geoldgicas, sdo frequentemente apontadas como 0s principais agentes
histdricos por tras da megadiversidade deste bioma. No presente estudo, diferentes espécies de
abelhas da tribo Euglossini séo utilizadas como modelo para investigar 0s processos por tras da
diversificacdo destas abelhas ao longo das florestas tropicais americanas, com énfase na Mata
Atléantica. Para tanto, trés espécies e grupos de espécies do género Euglossa correspondendo a
diferentes modelos distribucionais (E. annectans, E. iopoecila, e cinco espécies do subgénero
Glossurella, grupo crassipunctata) foram selecionados para inferir sobre processos em diferentes
escalas latitudinais, longitudinais e temporais. Técnicas baseadas em sequenciamento de genes
mitocondriais, genotipagem de locos microssatélites e sequenciamento paralelo massivo foram
utilizados em associacdo a modelagem de nicho ecolégico e distribuicdo de espécies para avaliar
aspectos genéticos populacionais, filogenéticos e filogeograficos, bem como sua congruéncia com
padrdes climéaticos atuais e pretéritos, eventos geoldgicos e neotectonismos. Os resultados
encontrados apontam que flutuacGes climéticas foram determinantes para definicdo da estrutura
populacional das espécies de Euglossini na Mata Atlantica, porém os efeitos destes eventos
dependem fortemente das idiossincrasias associadas a aspectos ecoldgicos de cada espécie. De
acordo com os resultados, espécies associadas as Florestas Estacionais Semideciduais tenderam a
migrar parte de suas populagdes para o interior, se afastando da regido litordnea ao longo dos
picos glaciares do Pleistoceno. Por outro lado, espécies com ampla distribuicdo latitudinal
associadas & Floresta Ombrofila Densa se encaixam nas expectativas da interpretacdo atual dos
reflgios para a Mata Atlantica. Os modelos de nicho para as abelhas das orquideas aqui estudadas
apontam de forma recorrente a existéncia de areas adequéveis na por¢do sul da Mata Atlantica no
ultimo maximo glacial (21 Ka a. p.). A cronologia da diversificagdo filogenética das especies do
grupo crassipunctata indica o aumento da atividade orogénica nos Andes a ~5-6 Ma a. p. como
fator determinante para o surgimento de quatro das seis espécies atuais, e que as flutuagdes
climéticas do Pleistoceno apenas influenciaram a separacéo entre o clado amazénico e atlantico.
Os resultados do presente estudo séo ineditos e agregam uma importante contribuicdo para o
entendimento dos padrfes e processos geradores de diversidade na tribo Euglossini, bem como,
na Mata Atlantica.

Palavras-chave: Filogeografia. Euglossini. Evolugdo. Marcadores moleculares. Modelagem
de nicho ecoldgico.



SILVA, W. F. Phylogeography, demographic history patterns and genetic diversity of
euglossine bees, with focus on species from Atlantic Forest. 2018. 294 p. Dissertation
(Doctorate Degree in Biological Sciences) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2018.

ABSTRACT

The Euglossini tribe comprises about 240 species of neotropical bees which have intriguing
biological histories underexplored from biogeographic and phylogeographic perspectives.
Due to a range of behaviors and other particularities, these bees have developed an intrinsic
relationship with their environments, hence their biological histories reflect the history of their
own habitats. Popularly known as orchid bees, these bees are widely distributed through the
tropical American Forests, reaching up to 50% of endemism in the Atlantic Forest. Several
causes have been associated with the diversity-generating processes, but the climatic changes
along the Pleistocene, neotectonic movements and geological barriers are often referred as the
main historical drivers to the megadiversity of the tropical biomes. Herein, bees of the
Euglossini tribe are used as a model to investigate the processes behind the diversification of
these bees along the tropical American Forests, with emphasis on the Atlantic Forest. For this
purpose, three cases of species and groups of species belonging to the Euglossa genus with
different distributional ranges (E. annectans, E. iopoecila, and five species of the subgenus
Glossurella, group crassipunctata) were accessed to infer on evolutionary processes at
different spatial and temporal scales. Techniques of mtDNA sequencing, microsatellites, and
NGS sequencing were used in association with ecological niche modeling (ENMs) to evaluate
the congruence of population structure, phylogenetic and phylogeographic patterns with
current and past climate scenarius, geological events and neotectonism. Results show that
climatic fluctuations were determinant to define the population structure of Euglossini species
in the Atlantic Forest, but the effects of such events are strongly dependent on the respective
species’ idiosyncrasies associated to their ecological aspects. Species associated with the
Semideciduous Seasonal Forests tended to migrate part of their populations toward the
country, moving away from the coastal region along the Pleistocene glacier peaks. On the
other hand, species with wide latitudinal distribution associated with the Dense
Ombrophylous Forest fill the expectations of the current understanding about refugees in the
Atlantic Forest. ENMs consistently point out to the existence of suitable areas for several
species in the southern portion of the Atlantic Forest in the last glacial maximum (21 Ka a.
p.). Chronology of the phylogenetic diversification of the species of the crassipunctata group
indicates the increase of the orogenic activity in the Andes ~ 5 Ma a. p. as a determining
factor for the emergence of four out six current species. Also, the climatic fluctuations of the
Pleistocene only played a hole the speciation for Atlantic clade from the Amazonian. These
results are the first of its kind for euglossine bees and agregate an important contribution to
the understanding of the processes that generate diversity in the Euglossini tribe, as well as in
the Atlantic Forest.

Keywords: Phylogeography. Euglossini. Evolution. Molecular markers. Ecological niche
modelling.



Figura 3.1 -

Figura 3.2 -

Figura 3.3 -

Figura 3.4 -

Figura 3.5 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Relacdo conceitual da Filogeografia como ponte empirica entre

as ciéncias da Biodiversidade. Adaptado de Avise (2009) e

LT[ 010 oY

Comparacdo da representacao grafica do genoma mitocondrial
de duas abelhas corbiculadas, Apis mellifera (CROZIER;
CROZIER, 1993) e Euglossa dilemma (BRAND et al., 2017).
Cores representam tipos diferentes de sequéncias; N/A — regides
sem informacdo para E. dilemma; A+T — origem de replicacdo do

DNA mitocondrial (CROZIER; CROZIER, 1993)........ccccceceviiiniienne,

Esquema representativo da evolucdo temporal do uso de
marcadores moleculares na Filogeografia e Filogenia. Fonte:
(BRITO; EDWARDS, 2009). A figura retrata a unicidade original
das duas éareas devido um foco comum no DNAmt na década de
1980. Durante a década de 1990, no entanto, embora 0 DNAmMt
ainda fosse usado tanto na Filogeografia quanto na filogenética,
esses campos tomaram rumos distintos, muito devido aos diferentes
marcadores nucleares utilizados em cada area. Ap0s 0 acesso ao
sequenciamento de nova geracdo e genomas nucleares de
organismos ndao-modelos ao longo dos anos 2000, a Filogeografia e
a Filogenética tomaram rumos convergentes com dados de SNP,

embora a natureza evolutiva e as taxas mutacionais das regides alvo

ainda sejam ponto de distingdo entre ambas. ..........ccocereiiiiiiiniiciee

Tecnologias de sequenciamento. A) Exemplificagdo do esquema
geral de sequenciamento automatico baseado no metodo de Sanger;
B) Exemplificagdo de um esquema de sequenciamento paralelo
massivo (tipo Illlumina®), também frequentemente citado como
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sequéncias de varios métodos RADseq; (D) Captura de Sequéncia.
Em (C), os sitios de restricdo sdo representados usando setas com

coloracdo indicando diferentes enzimas de restricdo. Adaptado de
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Evolugdo das principais tecnologias NGS e seu uso na
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Estratégia genérica para analise de dados gerados por métodos
de reducéo de representacéo gendomica (RRL, RADseq, GBS).
Conjunto de milhdes de reads sdo demultiplexados e separados dos
reads sem sinais de sitios de restricdo. Em seguida, diferentes
pipelines sdo assumidas dependendo da disponibilidade de
genomas de referéncia. Deste ponto em diante, diversas pipelines
criam catélogos de locos a partir de algumas amostras, para entdo
verificar a presenca destes locos em uma verificacdo cruzada contra
todas as amostras do estudo. Os dados dos locos sdo anotados em
arquivos que guardem estas informacdes anotando loco, variante e

localizagdo do loco, como arquivos VCF e estes sdo analisados por

diferentes Programas. .......ccueieeiueieeie e

Escala de Tempo Geoldgico e evolugdo paleogeogréfica,
climéatica e alteragdes no nivel do mar ao longo dos ultimos
250Ma. Estrelas demarcam momentos importantes de
diversificacdo dos euglossineos. *Q (Quaternario) e Holoceno
foram graficamente aumentados para favorecer a legibilidade.
**Periodo Terciério € uma nomenclatura em desuso de acordo com
a Sociedade Americana de Estratigrafia, mas foi mantido para fins

de comparacdo devido sua frequente presenca em textos e livros-

base. Adaptada de Lavina e Fauth (2016)..........ccccceveviievicieiieceeienen,

Transicao entre os cenarios de transgressdes marinhas ao longo
do Médio Mioceno e Mioceno Tardio. A esquerda um cenario
intermediario com leve introgressdo marinha Pacifica e Atlantica,
17-15 Ma a. p. (SCOTESE, 2001). A direita um cenéario de forte

introgressdo marinha Pacifica e Atlantica, formando o “Mar

Paranaense” (ORTIZ-JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006)..................

Evolugdo geoldgica da América do Sul e nivel do mar nos
altimos 200 Ma a. p. *Limite inferior e **limite superior para o
surgimento e diversificacdo dos géneros de Euglossini (RAMIREZ
et al., 2010). *** Considerando dados de (MONTES et al., 2015).

Fonte: PALEOMAP Project (SCOTESE, 2001).......ccccoeviiiinneeiieninnenn,

Distribuicdo dos Refugios Florestais de Haffer (1969).

Pontilhados demarcam as areas Umidas; setas indicam o sentido das
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possiveis migracOes a partir do centro-oeste brasileiro; areas em
preto demarcam elevagdes acima de 1000 metros; areas hachuradas

e pontilhadas demarcam zonas de transgressdo marinha.

Reproduzido de Haffer (1969). .......ccccoeiveieiieceeie e

Figura 3.13 Mapas de consenso de areas historicamente estaveis para a Mata

Figura 3.14 -

Figura 3.15 -

Figura 3.16 -

Atlantica sob defini¢bes estrita (stricto sensu) e ampla (lato
sensu), estimando a auséncia/presenca de floresta sob cenarios
climaticos atuais de 6 Ka e 21 Ka a. p. Linhas brancas demarcam
os rios Sdo Francisco e Doce. A flecha indica o pequeno reflgio
previsto nos limites dos estados do Espirito Santo e do Rio de
Janeiro. Refugios no interior da Atlantica em Floresta Estacional

Semidecidual também sdo observaveis (meu comentario).

Adaptado de Carnaval @ Moritz (2008).........ccccooeieienerenenineeeeeeeens

Resumo do Modelo de Expansdo da Mata Atlantica. A) Costa
Brasileira e Plataforma Continental; B) Modelos de Nicho
Ecoldgico (segundo Leite et al., 2016) para o Ultimo Maximo
Glacial (LGM) e o presente, mostrando a expansdo das &reas
adequaveis em direcdo a plataforma; C) oscilacfes de temperatura
e nivel do mar ao longo dos Ultimos 200 Ma, englobando o LGM, o
altimo periodo interglacial (LIG) e penultimo méaximo glacial
(MIS6); D) Modelos Demograficos representando 0s eventos
esperados sob a hipdtese dos Refugios (vermelho) e a hipotese de
Expansdo da MA (verde); BN — bottleneck populacional; EX -

expansao populacional. Adaptado de Leite et al. (2016). ........cccccveenee.

Extensdo original e atual da Mata Atlantica brasileira. A) area
original: FOD - Floresta Ombrofila Densa, FOA — Floresta
Ombrofila Aberta, FOM — Floresta Ombrofila Mista, FED —
Floresta Estacional Decidual, FES - Floresta Estacional e
Semidecidual; B) Fragmentos de Mata Atlantica, ano base 2016-
2017. Fonte: Fundagdo SOS Mata Atlantica, Relatério Anual

... 06

... 60
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Principais descontinuidades filogeograficas ao longo da Mata
Atlantica. Descontinuidade Rio S&o Francisco: Cabanne et al.
(2008), Carnaval e Moritz (2008), Carnaval et al. (2009), Porto et



al. (2013), Ldpez-Uribe et al. (2014), Frantine-Silva et al. (2017);
Rio Doce: Cabanne et al. (2007; 2008), Carnaval e Moritz (2008),
Carnaval et al. (2009), Martins (2011), Porto et al. (2013), Lopéz-
Uribe (2014), Batalha-Filho e Miyaki (2016); Ribeiro, Lemos-Filho
e Lovato (2011); Maldonado-Coelho (2012); Rio Paraiba do Sul:
Cabanne et al. (2008), Raposo do Amaral et al. (2013); Penha et al.
(2015), Frantine-Silva et al. (2015); Rio Tieté: Grazziotin et al.
(2006), Cabanne et al. (2007; 2008), Martins et al. (2009), Batalha-
Filho et al. (2010) e Thomé et al. (2010). *Descontinuidades
baseadas em Batalha-Filho e Myiaki et al. (2011) e Da Silva, Pinto
da Rocha e Souza (2016), com inclusdo de alguns novos estudos.
Imagem: Adaptada de SOS MATA ALTANTICA (2016)........cccovuvnnn.. 63
Figura3.17-  Variagdes do Fst coalescente (Slatkins, 1985), Gst (“analogos ao
Fst™), D de Jost (2008), G’st (Hedrick, 2005) (eixo y) em relagéo
a diferentes taxas de migracdo (eixo x), com taxa de mutacao
1=1073. Nestes graficos, as populagdes tiveram N = 100 em um
modelo de ilhas infinitas. O grafico da esquerda e da direita
mostram resultados para 2 e 100 populacdes por espécie,
respectivamente. A linha para Gst € muitas vezes encoberta pela
linha de Fsreoa, porque eles sdo quase idénticos para baixas taxas
de mutacdo (modificado de WHITLOCK, 2011). ..c.ccooevvviieieeieiiecieeeee 72
Figura3.18 - Esquema da estratégia basica de modelagem de nicho
ecologico. Registros de ocorréncia georreferenciados séo utilizados
como pontos para coleta de informacbes de diferentes varidveis
igualmente georreferenciadas. A partir destas informacoes,
diferentes algoritmos calculam distribuigdes relativas e/ou as
projetam para diferentes intervalos cronoldgicos em um sistema
retroalimentado pelas variaveis disponiveis em diferentes espagos
TEIMPOTAIS. ..ttt et e b e e s e e re e saeeenas 79
Figura3.19- Evolucdo de Apoidea (Hymenoptera: Aculeata). Topologia
parcial da filogenia de Hymenoptera: Apocrita, apresentando a
posicdo das sete familias de abelhas (Anthophila) resultante da
andlise de 854 locos (203.095 Kb) com 38 pontos de calibrag&o,

modificado de Branstetter et al. (2017). Destaque para a posi¢éo de



Figura 3.20 -

Figura 3.21 -

Figura 3.22 -

Figura 3.23 -

Figura 3.24 -

Figura 3.25 -

Formicidae como grupo irmdo de Apoidea a qual sugere uma

ancestralidade comum para comportamento social............c.ccoceveveieinenne,

Espécimes representativos de cada um dos cinco géneros da
tribo Euglossini: A) Aglae caerulea, B) Eulaema nigrita, C)
Exaerete smaragdina, D) Eufriesea dentilabris, E) Euglossa
stellfeldi. F) Exemplo da area aveludada da metatibia de um macho
de Euglossa stellfeldi com destaque para os tufos ou coxins
mesotibiais (lado esquerdo), frequentemente utilizados para
diagnose de espécies. Destaque para a abertura da abertura da

metatibia através da qual as abelhas masculinas depositam e

armazenam fragrancias qUIMICaS. ........ccccvvivereiieese e

Evolucéo dos trabalhos sobre abelhas das orquideas ao longo
do tempo. A — NUmeros de resultados correspondendo as
publicacBes cadastradas na plataforma GoogleScholar até janeiro
de 2018 contendo qualquer uma das palavras-chave: “Euglossini,
Orchid bees, euglossine, euglossina”; B — NUmero de espécies

validas descritas com base em seus respectivos anos de descrigdo

com base em Moure et al. (2012)......cccocoiiriiiiinieieee e

Filogenia das abelhas corbiculadas baseadas em andlises
filogendmicas corrigindo o viés do contetldo GC (ROMIGUIER et
al. 2016). Filograma resumido das 100 melhores arvores
Bayesianas retirado de Bossert et al. (2017). N6 em destaque

agrupa as espeécies que representam as tribos dos corbiculados com

comportamentos sociais mais eStruturados. ...........ccceevverieeeieesieeseesnenn

Areas de endemismo para Abelhas das Orquideas. As areas de

endemismo sdo demarcadas por diferentes cores. Reproduzido de

Ramirez et al. (2010).......ccuiiiiiiiienerie e

Areas de endemismo na Mata Atlantica a partir do
compartilhamento de espécies de Euglossini. As cores, setas e

chaves demarcam as areas de endemismo propostas por Garraffoni

et al. (2017). Adaptado de Garraffoni et al. (2017)......cccccccvevvevernennnne

Trabalhos publicados com euglossineos e relacionados a
Geneética de Populagdes, Filogeografia e Detecgdo de Machos

Diploides. Resultados relacionados a busca “Euglossini” OR

... 87

... 88

... 90



Figura 3.26 -

Figura 3.27 -

Figura 3.28 -

“Euglossina” AND “Population Genetics” no portal Google
Scholar. A) evolugdo do numero de trabalhos sob os termos da
pesquisa, categorizados de forma qualitativa. O ndmero de vezes
que cada espécie foi estudada e o respectivo marcador utilizado sao
apresentados para: B) trabalhos categorizados como Filogeografia;
C) Genética de Populagdes; D) deteccdo de machos diploides.

Detalnes em Apéndices. *Trabalhos envolvendo analises

filogenéticas ou identificacdo molecular, ndo foram incluidos...............

Euglossa iopoecila Dressler (1982). A- visdo lateral, morfotipo
azul (colecédo de abelhas MZUEL-1189, Salto Morato, 14-1VV-2010;
Giangarelli, DG. leg.); B- visdo lateral; morfotipo verde
(WFS0012-PARNA Descobrimento; 15-111-2015, Frantine-Silva,
W. leg.); C) visdo frontal; morfotipo azul D) visdo superior;
morfotipo azul; E) tibia posterior esquerda; F) tibia média
esquerda; morfotipo verde; G) morfotipo azul; Destaque para

coxim anterior ~1/3 do tamanho do coxim basal em E. iopoecila.

H) tibia média em E. chalybeata, fonte: D. W. Roubik. ..........c..cccuen...e.

Distribuicdo e areas de ocorréncia de Euglossa iopoecila
Dressler (1982) e seus respectivos morfotipos azul (ao sul;
circulos roxos) e verde (ao norte; tridngulos verdes) da

distribuicdo. Registros aferidos na literatura, colecOes e presente

eStUAO (APENTICES). ...cvieeiciiecie e

Euglossa annectans Dressler 1982 (A, B, C e D) e comparacéao
de tracos morfologicos em relacdo a espécie mais relacionada
Euglossa stellfeldi (E, F, G). E. annectans: A) visdo lateral; B)
face externa da tibia posterior, detalhe para oclusdo basal mais
afilada da fenda metatibial; C) face interna metatibial; D) viséo
lateral da mesotibia, destaque para a proporcdo dos coxins em
relacdo a E. stellfeldi; E. stellfeldi: E) face externa metatibial; F)
face interna metatibial, detalhe para a concavidade na regido basal,

G) visdo lateral da mesotibia, detalhe para a diferenga na proporgao

dos coxins em relacdo & E. annectans. ........cccceoveeeviereneseseseseeieienns

... 113
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... 118



Figura 3.29 -

Figura 3.30 -

Figura 3.31 -

Figura 3.32 -

Figura 4.1. -

Figura 4.2 -

Distribuicdo de Euglossa annectans. Registros aferidos na
literatura, colecdes e presente estudo (Detalhes das origens dos

registros podem ser encontrados N0s APENAICES) .......cccvevvverveieerieaiennin,

Comparacédo entre os holotipos de Euglossa crassipunctata (A,
C e E) e Euglossa sapphirina (B, D e F). Setas pretas indicam a
posicdo de possiveis carateres diagnosticos entre as espécies (vide
texto). Adaptada de Nemésio (2009), fonte original (David W.

ROUDIK). ..t nreas

Ocorréncia conhecida das espécies do grupo crassipunctata de
acordo com duas hipoteses de espécies. A- De acordo com Moure
et al. (2012); B - De acordo com Nemesio e Engel (2012). Em A,
E. sapphirina tem distribuicdo disjunta, ocorrendo no sul da Mata
Atlantica e apenas na América Central. Destaque em B para E.
pepei com ocorréncia pontual no sul da Bahia e E. clausi com

distribuicdo em toda a Mata Atlantica. ...........ccccccevveveiiece s

Visdo frontal e caracteristicas tibiais de E. clausi (A-D), E. moratoi

(E-H) e E. pepei (I-L). Adaptado de Nemesio e Engel (2012). ..............

Distribuicao dos pontos de amostragem e areas de distribuicéo
conhecida para o0 grupo crassipunctata utilizados neste estudo.
Areas em diferentes cores indicam as respectivas éareas de
distribuicdo conhecidas para cada espécie. Em azul: Euglossa
sapphirina; verde: Euglossa crassipunctata; rosa: Euglossa

parvula; vermelho: Euglossa moratoi; amarelo: Euglossa clausi.

Dados de Euglossa pepei ndo sdo apresentados.........cccocvevveeiveeivesnnnnn,

Inferéncia filogenética e estimativa de tempo de divergéncia
para as espécies do grupo crassipunctata (exceto E. pepei)
estimada a partir de 3476 locos GBS por inferéncia Bayesiana
(I1B) e de Maxima Verossimilhanca (MV). Barras azuis sobre os
nos indicam o intervalo de confianga de 95% para a estimativa de
cada tempo. Pontos negros sobre os nds indicam valores de suporte
igual a 1 ou 100 na IB e MV, com os demais valores sobre 0s nos
indicando o suporte para as respectivas analises. Os grupos

demarcados nos taxons terminais correspondem a 0S grupos

... 128

... 130



geogréficos identificados nas anélises n-MDS ou Structure (veja o

texto). Euglossa moratoi retirada de Nemésio e Engel (2012). .................. 169
Figura 4.3 - Resultados da analise Bayesiana (Structure) de atribuicdo. O

resultado da variacdo média do log de probabilidade a posteriori de

K em funcédo do desvio padréo (4K) é apresentado para os testes de

K entre 1 e 13 (a esquerda). O coeficiente de ancestralidade (Q) é

apresentado em um gréfico de barras (a direita), onde cada

individuo corresponde a uma barra e recebem cores de acordo com

a proporc¢ao de Q de seu respectivo CIUSEEN. ........ccccvevveieiiecece e 170
Figura 4.4 - Analise de escalonamento multidimensional (nMDS) néo

métrica com base em 3476 locos GBS para diferentes espécies

do grupo crassipunctata. A - nMDS incluindo 1529 SNPs de

cinco das seis espécies do grupo crassipunctata: Euglossa clausi,

Euglossa crassipunctata, Euglossa moratoi, Euglossa parvula e

Euglossa sapphirina; B — nMDS incluindo dados de 687 SNPs

identificados para as amostras de E. clausi; as cores azul e

vermelho demarcam clusters identificados na analise de inferéncia

Bayesiana, Structure; grupo SMA em azul. .......ccccooevviieiiccciieceece e, 171
Figura 4.5. - Consenso entre modelos de nicho ecolégico com base em

diferentes modelos de circulacéo geral (MPI-ESM-LR, CCM4-

ESM, MIROC-ESM-LR) para diferentes espécies do grupo

crassipunctata. As cores representam as areas de distribuicao para

cada especie: azul — Euglossa sapphirina; verde — Euglossa

crassipunctata; vermelho — Euglossa moratoi; roxo — Euglossa

parvula; amarelo Euglossa clausi. A Modelo de distribuicdo para o

tempo “atual” com corte de threshold de adequabilidade igual a

0,5. B — modelo de paleodistribui¢do baseado no consenso entre 0s

tr€S GCM dISLINTOS. ...eoveeiiicie e 173
Figura 5.1 - Distribuicao geografica dos haplotipos e estruturacao genética

mitocondrial de Euglossa annectans ao longo dos 12 locais de

estudo (SO, PN, BO, IC, SU, SM, SC, KB, MD, DN, DR e F2),

representados por pontos amarelos (Software QGIS 2.12). A)

Mapa parcial do Brasil e distribuicio das localidades de

amostragem; graficos de pizza estdo posicionados proximos aos



Figura5.2 -

Figura 5.3 -

Figura5.4 -

respectivos pontos indicando a frequéncia e distribuicdo de cada
haplétipo; os haplotipos ndo compartilhados sdo mostrados em
cinza claro. B) Rede de haplotipos produzida pelo método Median-
Joinning para os 8 haplétipos amostrados (H1-H8) obtidos para as
sequéncias do gene cytb; tamanho dos circulos sdo proporcionais a
frequéncia dos haplotipos; cada barra transversal sobre as linhas
conectoras representa um passo mutacional; C) Analise Bayesiana
de Estrutura Populacional (BAPS) de E. annectans a partir de 640
pb do gene cyth. Cada individuo é representado por uma barra

vertical associado a um cluster genético representado por uma cor

FESPECTIVA. ...ttt et e et re e sre e reenteaneenreas

Estimativa de mudancas demograficas populacionais para o
gene cytb em 126 amostras de E. annectans ao longo da Mata
Atlantica. A - Distribuicdo mismatch par-a-par comparando
distribuicdo esperada para cenario de crescimento populacional
(linha solida; Exp.) e a distribuicdo observada (linha pontilhada;

Obs.); B — Inferéncia de mudancas do tamanho efetivo

populacional (Ne em log) ao longo do tempo em milhges de anos. .......

Andlise Bayesiana de estruturacdo genética baseada em oito
locos microssatélites de E. annectans. A) da esquerda para
direita: estimativa do nimero de agrupamentos (K) mais provéavel
com base na variacdo da média da razdo do log Pr(X/K) pelo
desvio padrdo de (L(K)), seguido pela media L(K) +- o desvio
padrdo (centro) e a variacdo de log de L(K) (a direita); B) gréafico
de barras para o coeficiente de ancestralidade (Q) considerando
K=2, onde cada barra representa um individuo; as cores vermelho e

verde identificam os diferentes clusters genéticos inferidos pelo

SOTEWAIE SETUCTUIE. .oeeeeeeeeeee et eeeees

Analise Bayesiana de inferéncia de fluxo génico. Taxas relativas
de migracdo entre as 12 localidades amostradas no Sul da Mata
Atlantica baseadas na genotipagem de oito locos microssatélites de
359 macho para E. annectans séo apresentadas sobre a distribuigdo
geografica das localidades. As cores vermelho (grupo “interior”) e

verde (grupo “litoral”) demarcam os grupos identificados na analise

... 198

... 200



Figura 5.5 -

Figura 5.6 -

Figura 5.7 -

Figura 6.1 -

de estrutura genética pelo software Structure. Setas brancas

indicam a direcéo e intensidade do fluxo génico. .........ccccocvvvrviieiennn

Correlacdo entre distdncia genética e geogréafica entre 12
localidades amostradas para E. annectans do sul da Mata

Atlantica baseada em oito locos microssatélites. A) todas as

amostras; B) grupo “interior”; C) grupo “litoral”. .........ccccovviiriiriinnnnn

Modelagem de Nicho Ecoldgico e Paleodistribuicéo de Euglossa
annectans baseados em trés diferentes Modelos de Circulagdo
Geral (GCM: MIROC-ESM, CCSM4, MPI-ESM-RL), 71
registros de ocorréncia e diferentes abordagens de selecdo de
variaveis. Imagens em cores correspondem a modelos baseados em
apenas um GCM com a escala de variacdo indicando a
adequabilidade ambiental; Imagens em preto e branco
correspondem ao consenso de GCMs; A ultima linha (Consenso)
resume a sobreposicdo das areas presentes em todos os modelos de
cada uma das estratégias de selecdes de variaveis; Colunas indicam
os diferentes tempos (da esquerda para a direita: Atual, 6 Ka a. p.,
21 Ka a. p. e 130 Ka a. p.); Diferentes abordagens de selecéo de
variaveis sdo apresentados em linhas: PCA, Ecol6gico, WorldClim

(19 VAITAVEIS). . .ecuvi ettt ettt re e arees

Comparacéao entre os consensos dos modelos de distribuicdo de
Euglossa annectans baseados nas diferentes estratégias de
selecdo de variaveis considerando a variaciao climatica “atual”
(1950-1990) e o consenso entre os diferentes GCMs
considerando a progressdao moderada do acumulo de carbono
ao longo dos proximos 32 anos (IPCC rcp-4.5). Areas de

sobreposicao de trés (a esquerda) ou mais modelos (a direita) séo

destacados na coloragao azul. ...........coovriiieeiiiin i

A) Mapa parcial do Brasil, mostrando os 14 locais de estudo
(SC, PR1, PR2, SP1, SP2, SP3, SP4, SP5, RJ, ES, BA1l, BA2,
BA3 e AL), representados por pontos amarelos (Software
QGIS 2.12). Os gréficos de pizza ligados aos pontos amarelos
indicam a frequéncia e distribuicdo de cada haplétipo; os

haplotipos ndo compartilhados sdo mostrados em cinza claro.

... 202
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Figura 6.2 -

Figura 6.3 -

B) Rede de relacionamento para os 76 hapl6tipos (Median-
joinning) amostrados (H1-H76) obtidos para as sequéncias de
DNAmt concatenadas. Os tamanhos do circulo séo proporcionais a
frequéncia de haplétipos (H). Os trés haplogrupos inferiores (ou
clusters) s@o representados por linhas tracejadas, pontilhadas e
solidas. Cada circulo representa um haplétipo, as cores indicam
localidades e o tamanho, o numero de individuos; cada barra
transversal sobre as linhas conectoras representa um passo
mutacional; circulos pretos representam os vetores médios. C)
Andlise Bayesiana da estrutura populacional (BAPS) de E.
iopoecila baseado em 2234 pb do DNAmt. Cada individuo é
representado por uma barra vertical fina dividida em grupo
coloridos por seus grupos genéticos (azul = cluster 1; verde =
cluster 2; vermelho = cluster 3). As areas destacadas no mapa
representam a distribuicdo geogréafica dos clusters. Os cédigos do
sitio sdo 0os mesmos que na Tabela 5.1. (retirado de Frantine-Silva
et al. Conserv Genet (2017) 18:539;

https://doi.org/10.1007/510592-016-0905-7) .....ceevvererreerreerieerieeieneens

Distribuicdes das diferencas entre pares de sequéncias
observadas (linha pontilhada) contra um padrao esperado em
um modelo de tamanho populacional constante (linha solida)
baseados em 2234 pb do DNAmt de Euglossa iopoecila
amostrada ao longa da Mata Atlantica. A) cluster Sul; B) cluster
Central; C) cluster Norte. As diferengas em pares de sequéncias
(eixo X) sdo mostradas contra a frequéncia das respectivas
diferencas (eixo Y). Padrfes nd&o modais correspondem ao
crescimento rapido da populacéo, enquanto os padrées multimodais
correspondem a tamanhos de populagdo constantes. (Retirado de
Frantine-Silva et al. Conserv Genet (2017) 18: 539

https://doi.org/10.1007/510592-016-0905-7) ...vvecorreveeerereereresseseeereesees

Estimativas do Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) para os
diferentes clusters genéticos de Euglossa iopoecila: A) cluster
Sul; B) cluster Central; C) cluster Norte; A linha tracejada mostra a

estimativa mediana do EBSP e as linhas sélidas superior e inferior



Figura 6.4 -

correspondem aos limites de densidade & posteriori dentro de um
intervalo de confianca de 95%. O eixo X representa o tempo em
milhdes de anos (Ma a. p.) e 0 eixo Y o logaritmo natural do
tamanho efetivo da populacdo estimado (Ne) por geracgéo.
(Retirado de Frantine-Silva et al. Conserv Genet (2017) 18: 539

https://doi.org/10.1007/510592-016-0905-7) .....ccevvrirrverenieieenieeeenens

Modelagem de distribuicdo de espécies de Euglossa iopoecila
nos ultimos 130 mil anos. A) Mapa com 45 locais de ocorréncia
(quadrados pretos) usados como entrada no MaxEnt. B) Modelo de
nicho ecologico (ENM) de Euglossa iopoecila para o tempo
“atual”; C) médio Holoceno (MID; 6 mil a.a.p); D) tltimo maximo
glacial (LGM; 21 Ka a. p.); E) ultimo periodo interglacial (LIG;
130 mil Ka a. p.). As cores mais quentes indicam maior adequacéo
para a ocorréncia das espécies, conforme indicado na legenda.
(Retirado de Frantine-Silva et al. Conserv Genet (2017) 18: 539

https://doi.org/10.1007/510592-016-0905-7) .....cecovevreieeiireieireeire e,
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Descricdo das areas e numero de machos amostrados para as
seis espécies do grupo crassipunctata. O cddigo das localidades
(ID), localizagdo, bem como latitude e longitude sdo apresentados
ao lado do nimero de individuos amostrados. A - Euglossa

crassipunctata; B — Euglossa sapphirina; C — Euglossa moratoi; D

— Euglossa clausi; E - Euglossa parvula; F — Euglossa pepei. ...............

indices de polimorfismos entre grupos de sequéncias
analisando um conjunto de 3.476 GBS-locos entre cinco
espécies do grupo crassipunctata. Para cada espécie ou populacéo,
sdo apresentados: numero de locos obtidos (N.); de sitios
analisados (Ns); sitios privados (Ps); sitios segregantes (S); nimero
médio de individuos analisados por loco (N) e desvio padrdo (d.

p.); diversidade nucleotidica (T).......cceviveereereiieeie e

Descricdo das areas e numero de machos de Euglossa annectans
amostrados no presente estudo. A identificagcdo das localidades
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1 APRESENTACAO

Abelhas das orquideas constituem, sem sombra de ddvidas, um dos grupos mais
fascinantes dentre as abelhas neotropicais. A peculiaridade de sua historia natural e a
intrinseca relagdo com as orquideas das florestas umidas compreendem um capitulo impar da
historia natural das Américas. E justamente esta intrinseca relagdo com as florestas (imidas
que torna os euglossineos peca fundamental na reconstrucdo da complexa histéria
biogeogréafica dos Neotrdpicos.

Ao longo dos altimos 40 milhdes de anos, eventos geoldgicos e climaticos moldaram a
biodiversidade em diferentes grupos americanos, e em especial 0s euglossineos.
TransgressOes e regressdes marinhas, soerguimento de cordilheiras, derramamentos basalticos
e multiplas glaciacdes, isolados e em conjunto, constituem provavelmente os principais
eventos estocasticos e vicariantes por tras da atual distribuicdo das espécies e suas respectivas
estruturas populacionais.

Rastrear precisamente a influéncia de cada um destes eventos para todas as espécies ao
longo de toda a América € tarefa hercilea. No entanto, ao longo dos textos e capitulos a
seguir, tentar-se-a mensurar e inferir parte da histéria de uma das principais florestas tropicais
das Americas, a Mata Atlantica, do ponto de vista das carismaticas abelhas das orquideas. Ao
reconstruir a histdria biogeografica de algumas espécies da tribo Euglossini, espera-se incluir
informagdes que ajudem a compreender, ratificar e explorar novos padrdes e versdes da
historia das formas bioldgicas ao longo do tempo e espaco geogréafico, hoje conhecido como
Mata Atlantica.

Sem duvida, é uma grande responsabilidade fazer jus ao incrivel legado deixado por
ilustres pesquisadores que tém construido o conhecimento sobre as abelhas das orquideas ao
longo de tantos anos, bem como para o “status quo” da Biogeografia da América do Sul, em
particular da Mata Atlantica. Em meio a tantas importantes contribui¢des, tenta-se aqui
também dar uma contribuicdo para o preenchimento da lacuna sobre o conhecimento da
historia filogeografica dos euglossineos, dando voz a estas abelhas para contar a sua versao
da histéria biogeogréafica das florestas imidas sul-americanas.

O presente estudo nasceu com o intuito de contribuir sobre mdltiplos aspectos da
biologia dessas abelhas. Na esperanca de que seja Util a comunidade cientifica e que contribua
para a conservacao deste peculiar grupo de abelhas, € com muita estima que apresento este

estudo ap06s quatro anos de intenso trabalho, mais de 55.000 km percorridos e mais de 3.500



horas em expedicOes de campo. Ao longo deste periodo, tive a oportunidade de observar de
perto aspectos fascinantes da biologia dos euglossineos, os quais moldaram muitos dos
conceitos e ideias aqui discutidos.

A presente tese visa oferecer um estudo comparado dos padrbes filogeograficos e
genético-populacionais em trés diferentes espécies e grupo de espécies de euglossineos com
énfase na Mata Atlantica. Para este fim, o estudo que segue foi estruturado em trés capitulos
em forma de manuscritos, incluindo um estudo ja publicado antes da defesa desta tese, mas
aqui incorporado sob autorizacdo da editora detentora dos direitos de distribuicdo em uma
versdo adaptada e traduzida devido ao seu alto teor informativo em relacdo as conclusdes
gerais deste estudo.

Cada um dos capitulos foi dedicado a um caso especifico, 0s quais representam
diferentes modelos de distribuicdo e nicho ao longo da Mata Atlantica. Precedendo a
exploragcdo dos resultados empiricos é também oferecida uma ampla revisdo de literatura
sobre os temas que permeiam este estudo, visando facilitar a comparacdo entre os distintos
métodos e resultados apresentados. Ao final, os padrdes explorados ao longo dos diferentes
estudos sdo sumarizados, buscando delinear possiveis convergéncias entre os diferentes
modelos analisados.

Finalmente, considerando os atuais padrdes internacionais de producéo cientifica e o
decorrente fato de que toda a producdo empirica associada a este estudo esta ou sera também
publicada em lingua inglesa, pede-se licenca a praxe contemporanea para apresentar os textos
a seguir integralmente em lingua vernacula como forma de atender um dos objetivos dos

6rgdos financiadores deste estudo, a popularizacdo do conhecimento cientifico.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Com base no exposto, o presente trabalho tem como objetivo investigar os padrbes de
estruturacdo e diversidade genética de populacdes de Euglossini além de contribuir com a

compreensdo dos padrdes de distribuicdo filogeogréaficos das espécies de euglossineos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a diversidade e estrutura genética de trés espécies ou grupo de espécies de
Euglossini: Euglossa iopoecila Dressler (1982), Euglossa annectans Dressler (1982) e o
grupo crassipunctata Dressler (1982), espécies com ocorréncia restrita a Mata Atlantica.

e Evidenciar os padrdes de estruturacdo genética em trés diferentes tipos de distribuicédo
geogréfica: Litoranea, interiorana e continental disjunta.

e Avaliar os padrées de variacdo filogeografica por meio de marcadores moleculares
mitocondriais e nucleares.

e Auvaliar a influéncia das flutuacGes climaticas do Quaternario sobre a estruturacdo

genética e filogeografica das diferentes espécies estudadas.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 UMA BREVE INTRODUGAO A BIOGEOGRAFIA

O conceito por tras da ideia de Biogeografia é aparentemente simples e poderia ser
definido prontamente como o estudo da distribui¢do geogréafica dos organismos. Ou ainda nas
palavras de Hampshere e Parenti (1999): “What leaves where and why?”’; em uma traducao
livre: “o que vive onde e por qué?”. Embora simples e precisa, esta definicdo pode esconder a
complexidade da disciplina (POSADAS; CRISCI; KATINAS, 2006). A Biogeografia possui
varias vertentes e subareas que evoluiram ao longo de seus mais de dois séculos, passando por
uma vertente descritiva e dispersionista a uma linha mais interpretativa, a qual busca
explicacfes causais para possiveis padrdes, testando hipdteses e modelos (BROWN, 2009;
CARVALHO; ALMEIDA, 2016).

Estudos desta linha interpretativa, mais moderna, desenvolveram-se de forma classica
seguindo uma das duas principais tradicbes de pesquisa biogeografica: Biogeografia
Ecoldgica ou Historica. Essas tradi¢des tém sido reconhecidas desde 1820 pelo botanico suico
Agustin Pyramus de Candolle. Cada uma destas linhas evoluiu de forma independente,
resultando em dois caminhos metodoldgicos e epistemoldgicos bastante distintos. No entanto,
pode-se dizer que a principal diferenca entre Biogeografia Ecoldgica e Historica esta na escala
de tempo em que ambas trabalham. Enquanto a Biogeografia Ecoldgica procura explicacdes
causais dos padrdes distributivos em escalas temporais mais curtas, incluindo dezenas de
centenas ou mesmo alguns milhares de anos, a Biogeografia Histdrica trata de processos
evolutivos ao longo de milhdes de anos (BROWN, 2009).

Desta forma, as duas vertentes usam diferentes conceitos na tentativa de interpretar a
distribuicdo de organismos no espago geografico. A Biogeografia Ecoldgica esta preocupada
com grupos funcionais de espécies e restricdes ambientais, j4 a Biogeografia Historica se
concentra em grupos taxonomicos e eventos geoldgicos (CRISCI et al., 2006; POSADAS;
CRISCI; KATINAS, 2006). Consequentemente, a histdria desta disciplina foi influenciada
pelos paradigmas evolutivos decorrentes de cada uma destas interpretacoes.

Passados mais de 200 anos desde o inicio da Biogeografia, tentativas de integrar estas
duas linhas, Biogeografia Historica e Biogeografia Ecoldgica, ainda ndo foram
completamente bem sucedidas (BROWN, 2009; POSADAS; CRISCI; KATINAS, 2006),
embora tenham ganhado forca & medida que abordagens genético-evolutivas criam uma
interface entre estas duas areas (AVISE, 2009; CRISCI et al., 2006; RISSLER, 2016).



Nas ultimas duas décadas, 0 “tempo” como um fator adquiriu uma grande relevancia
em estudos biogeograficos, demonstrando uma consideravel sinergia com a Biogeografia
Histdrica para gerar hipéteses sobre a origem, evolucao e distribuicdo de organismos (AVISE,
2009; BROWN, 2009; CARVALHO; ALMEIDA, 2016). Por outro lado, cada vez mais
fatores ecol6gicos mostram sua importancia para determinacdo de grandes padrdes
biogeograficos, vide os reflexos da teoria de refugios florestais de Haffer (1989) e suas
derivacbes (CARNAVAL; MORITZ, 2008) na explicacdo de padrdes biogeograficos em
florestas tropicais (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011; CARNAVAL et al., 2009;
CARNAVAL; MORITZ, 2008; MARTINS, 2011; RAPOSO DO AMARAL et al., 2013).

Embora haja discordancias historicas entre as diferentes abordagens biogeograficas, a
ecologia e a propria historia estdo unidas indissoluvelmente, e portanto, a divisdo ha muito
estabelecida entre essas duas ideias principais € um obstaculo para o completo entendimento
dos padr@es biogeograficos (AVISE, 2009; BROWN, 2009; CARVALHO; ALMEIDA, 2016;
CRISCI et al.,, 2006; POSADAS; CRISCI; KATINAS, 2006). Deste modo, qualquer
aplicacdo dos conhecimentos biogeograficos apenas sera completa quando ambas perspectivas
forem consideradas (CRISCI et al., 2006).

A Biogeografia também tem grande potencial para prestar servigos a conservacao da
biodiversidade e tem ganhado destaque nesta area na Gltima década (NETO; LOYOLA,
2016), uma vez que uma das principais tarefas para a conservacdo é a delimitacdo de areas
prioritarias considerando onde as espécies atualmente vivem, viveram no passado e viverao
no futuro (FRANKHAM et al., 2003, 2010; VERNESI et al., 2008). Esta perspectiva é
claramente biogeografica e tdo proeminente que a Biogeografia da Conservacdo ja completa
mais de uma década como Ciéncia distinta no amplo espectro biogeografico (NETO;
LOYOLA, 2016).

Véarios métodos biogeograficos histdricos e ecoldgicos sdo usados para definir
estratégias de conservacdo em diferentes escalas e niveis hierarquicos, a exemplo da Analise
de ParcimOnia para detectar Endemismo (PAE), da Panbiogeografia, Filogeografia e
Modelagem de Nicho Ecolégico (BROWN, 2009; CARVALHO; ALMEIDA, 2016; CRISCI
et al., 2006; NETO; LOYOLA, 2016). No entanto, como ressaltado por Crisci et al. (2006), a
biogeografia serd plenamente util para a conservagdo se o quadro conceitual incluir as
influéncias antropicas nas distribuigdes dos organismos, na mudanca climatica, no uso da
terra, introducdes e decorrentes invasdes biologicas.

Em suma, a distribuigédo das formas, pelo espago em funcdo do tempo tém influéncia

de inimeros fatores e tantas interpretacfes quanto as possiveis oticas relacionadas. Assim,



acumulam-se pela historia tantos modos de se olhar para os eventos biogeogréficos quanto o

ndmero de fatores envolvidos.

3.1.1 Principais ldeias e Métodos Biogeogréaficos

A intencdo deste tdpico é tragar um paralelo entre as principais ideias biogeogréficas e
suas implicagdes para interpretacdes dos padrdes dos organismos estudados. Abordar como as
principais vertentes biogeograficas se definem, em quais contextos foram definidas e como se
interconectam. Deste modo, serd apresentada uma breve definicdo das principais ideias

biogeograficas, bem como seus pontos sinérgicos na interpretacdo de padrdes gerais.

3.1.1.1 Biogeografia Dispersalista

Partindo da Biogeografia Historica (forma, tempo e espaco), uma das ideias mais
simples do ponto de vista biogeografico é o Dispersalismo (BROWN, 2009). De fato, esta é
uma ideia que permeou o ambito biogeografico desde os primérdios desta ciéncia, quando se
considerava o Eden um centro de origem das espécies (RIDDLE, 2017). Esta corrente assume
a dispersdo e extingdo ao longo do processo e seu principal argumento é a histéria de
distribuicdo de grupos individuais (MORRONE, 2008).

Embora o Dispersalismo tenha sido uma ideia bastante vigente até a década de 1970,
existem varias criticas a esta visdo biogeografica (MORRONE; CRISCI, 1995). De fato, os
problemas em relacdo ao Dispersalismo comegcam a ocorrer ja na determinacdo do centro de
origem. Ndo h& uma unicidade de métodos para encontrar o centro de origem, e algumas
alternativas sdo propostas: a) a area em que 0s organismos mostram grande diversidade ou
riqgueza de especies; b) area onde ocorre a forma mais primitiva; c) area ocupada pelo
organismo mais primitivo; d) ou o mais derivado filogeneticamente; e) area onde ocorre 0
mais antigo fassil; f) area onde esta o representante de maior tamanho (MORRONE, 2008).

E interessante notar que cada um dos métodos sumarizados pode ser sistematicamente
contestado. Caso seja assumido, por exemplo, que o0 centro de origem seja a a&rea com maior
diversidade ou riqueza, os Neotropicos deveriam ser o centro de origem para a maior parte
das espécies. Por outro lado, caso considere-se a presencga do fossil mais antigo como &rea de
origem, dificilmente os Neotropicos teriam dado origem a alguma espécie, ja que essa ideia
desconsidera as diferentes adequabilidades regionais para a formacéo de fosseis. Ainda, caso
se considere a regido do tdxon mais primitivo ou derivado, excluisse a arbitrariedade da
polarizacdo de caracteres ou ainda a conservacdo diferencial de nichos (COX; MOORE;
LADLE, 2016; CROIZAT, 1964; MORRONE; CRISCI, 1995; RIDDLE, 2017).
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As criticas ainda podem ser resumidas em basicamente duas: (a) Falta de base
cientifica: uma vez que qualquer padrdo de distribuicdo pode ser explicado invocando um
numero suficiente de eventos de dispersao; hipoteses baseadas na dispersdo ndo podem ser
refutadas cientificamente mesmo dentro de um quadro hipotético-dedutivo rigoroso. Além
disso, se aceitarmos a dispersdo como uma possivel explicacdo para padrdes disjuntos, as
explicagcbes de vicariancia nunca serdo inferidas (CROIZAT, 1964; MORRONE, 2008;
MORRONE; CRISCI, 1995). (b) Falta de poder preditivo: hipoteses baseadas em disperséo
sdo cenarios idiossincraticos que s6 podem explicar a histéria biogeografica de linhagens
individuais a exemplo de Brudin (1966), mas ndo podem fornecer uma teoria geral para
explicar como organismos com diferentes ecologias e habilidades de dispersdo chegaram a
ocupar as mesmas regides biogeograficas e/ou a exibir padrbes de distribuicdo semelhantes
(CROIZAT, 1964; MORRONE; CRISCI, 1995; SANMARTIN, 2012).

Contudo, como sera descrito no proximo topico, isso ndo € necessariamente
verdadeiro para todos os casos, e a dispersdo as vezes pode gerar padrbes de distribuicdo
congruentes, semelhantes aos esperados por vicariancia. Ainda assim, devido a estas e outras
criticas o Dispersalismo perdeu forca no fim da década de 1970 com a ascensdo das ideias

vicariantes de Croizat.

3.1.1.2 Biogeografia Cladistica

Na segunda metade do século XX, duas revolucgdes cientificas contribuiram para o
aparecimento de um novo paradigma na Biogeografia Historica. A primeira revolucdo foi o
surgimento da Cladistica (HENNIG, 1966). Tratava-se de um novo método para reconstruir as
relacbes evolutivas entre 0s organismos com base em caracteristicas biologicas
compartilhadas e derivadas (“plesiomorfias” ¢ ‘“apomorfias”) utilizando o principio da
Parcimonia para decidir entre hipdteses concorrentes de relagdes evolutivas (COX; MOORE;
LADLE, 2016; LOMOLINO; SAX; BROWN, 2004). A segunda revolucéo foi a redescoberta
e desenvolvimento da “Teoria da Tectonica de Placas” de Wegener, quando foi possivel
provar a proposicdo de que a camada externa da Terra, a litosfera, é dividida em placas
rochosas rigidas, constituidas por uma crosta continental e oceanica que se deslocam sobre a
superficie da Terra, deslizando sobre a manto terrestre. A ideia de que as espécies pudessem
andar passivamente nos continentes enquanto se separavam e se espalhavam pela superficie
da Terra levou ao conceito de “vicariancia” (COX; MOORE; LADLE, 2016).

A Biogeografia Cladistica de Vicariancia (PLATNICK; NELSON, 1978) nasceu da
fusdo da Cladistica de Hennig (1966) e do conceito de Vicariancia de Croizat (1964). No
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modelo vicariante, uma &rea ancestral é dividida pelo surgimento de sucessivas barreiras
geogréficas. Uma vez que cada divisdo geografica teria sido seguida de especiacdo alopétrica,
pode-se reconstruir a sequéncia de eventos de vicariancia a partir da sequéncia de eventos
cladogénicos (especiacdo) na filogenia das linhagens endémicas da area (CARVALHO;
ALMEIDA, 2016).

Uma anélise biogeogréfica cladistica comega com a constru¢do de um “cladograma de
areas”, no qual o nome dos taxons na filogenia é substituido pelas areas onde ocorrem. Se
todo tdxon é endémico em uma area e cada area abriga um taxon, a construcdo de
cladogramas de areas é trivial, porém, estes podem incluir tAxons generalizados (presentes em
mais de uma area), o que introduz ambiguidades na inferéncia do cladograma, ja que essas
areas poderiam ocupar diferentes posi¢cbes no cladograma de &reas, a depender de quais
relacBes sdo permitidas entre as areas ocupadas pelos tdxons ndo endémicos (COX; MOORE;
LADLE, 2016; SANMARTIN, 2012).

No entanto, assim como o Dispersalismo, a Biogeografia Cladistica tornou-se ao longo
do tempo uma explicacdo reducionista, uma vez que negava qualquer papel importante da
dispersdo na geracdo de padrdes globais de biodiversidade. Segundo a oOtica cladistica
vicariante, a dispersdo tornou-se um fenémeno raro e aleatério que afetou linhagens
individuais, mas ndo produziu padrdes de distribuicdo congruentes (BROWN, 2009; COX;
MOORE; LADLE, 2016). Deste modo, devido a suas idiossincrasias, as historias de disperséo
ndo poderiam ser abordadas dentro de um quadro hipotético-dedutivo como a Biogeografia
Cladistica. Esta visdo da dispersdo como um evento Unico em vez de um processo gerador de
padrbes € desafiada pelo caso de ilhas oceéanicas de origem vulcanica, como o Arquipélago
havaiano, que s6 poderia ter sido colonizado por disperséo (MACARTHUR; WILSON, 1967,
SANMARTIN, 2012).

Outra importante critica a Biogeografia Cladistica é que ela ignora 0s processos na
inferéncia biogeografica (SANMARTIN, 2012). Os cladogramas de areas sdo inferidos sem
quaisquer referéncias aos eventos biogeograficos subjacentes. Os métodos cladisticos se
concentram em encontrar padrdes de relacdo entre as areas de endemismo que s&o
posteriormente interpretadas em termos de eventos, e esta sequéncia (descobrir um padrédo,
depois inferindo sua causa) € o principal fundamento da abordagem biogeografica cladistica
(COX; MOORE; LADLE, 2016; MORRONE; CRISCI, 1995; POSADAS; CRISCI;
KATINAS, 2006).
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3.1.1.3 Biogeografia baseada em eventos

Os métodos baseados em eventos foram desenvolvidos como resposta as limitacfes da
Biogeografia Cladistica (COX; MOORE; LADLE, 2016; CRISCI; KATINAS; POSADAS,
2003; RONQUIST, 1997a; SANMARTIN, 2012, 2016). Esses métodos usam uma abordagem
determinista baseada em modelos de custo para cada evento ou processo biogeografico (ex.
dispersdo ou vicariancia). A logica por tras destes modelos é que para cada evento
cladogénico é atribuido um determinado custo de acordo com sua probabilidade de
ocorréncia. Por exemplo, pode-se atribuir valores de custo para vicariancia e dispersao em
uma determinada filogenia de acordo com a presenca ou ndo de tdxons em uma determinada
area.

Além da dispersdo e da vicariancia, os modelos de custo biogeogréafico incluem dois
processos adicionais, a extincdo (desaparecimento de uma linhagem de parte de sua
distribuicdo ancestral) e duplicacdo (“especiacdo dentro da &rea”), que ocasionalmente é
equiparada a especiacdo simpatrica ou especiacao alopatrica em resposta a uma barreira de
dispersdo/fluxo génico temporéria que afete uma linhagem Unica de um organismo (BROWN,
2009; SANMARTIN, 2012). Ao ajustar a filogenia do organismo a um cladograma de é&reas
refletindo as relacGes entre as areas de endemismo, pode-se obter a reconstru¢cdo mais
parcimoniosa dos eventos biogeogréficos para explicar o padrdo de distribuicdo observado
(CRISCI; KATINAS; POSADAS, 2003; POSADAS; CRISCI; KATINAS, 2006;
SANMARTIN, 2012).

Reconstrucdes filogeogréaficas baseada em eventos ndo sé especificam o conjunto de
eventos possiveis (dispersdo, extin¢do, duplicacdo e vicariancia) que levaram a esses padrdes
de distribuicBGes biogeograficas, mas também seu tempo relativo. Ou seja, é possivel inferir
ndo apenas 0S provaveis eventos que deram origem aos tdxons em suas respectivas regides,
mas também a ordem destes eventos ao longo da filogenia do grupo (CRISCI et al., 2006;
SANMARTIN, 2012). Neste sentido, cladogramas de areas podem ser inferidos pela busca do
padréo de relacGes de area que melhor explica a distribuicdo da filogenia dos taxons terminais
ou, em outras palavras, o padrdo de relacdo de &reas que produz a reconstrugdo biogeogréfica
com o menor custo em termos de eventos biogeograficos inferidos (SANMARTIN, 2012).

A principal diferenca entre a reconstrucdo biogeografica baseada em eventos e a
abordagem biogeografica cladistica tradicional é que os processos ndo sao inferidos a priori
no cladograma de areas, mas sim a posteriori, baseada no modelo de matriz de custo. Deste
modo, um modelo biogeogréafico diferente com custos diferentes pode resultar em um padrédo
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diferente de relacbes de &rea e um conjunto diferente de eventos biogeograficos
(SANMARTIN, 2007). Essa conexdo explicita entre 0 modelo baseado em processo e 0s
padrdes esperados permite comparar hipoteses biogeogréaficas alternativas ou cenarios dentro
de uma estrutura de inferéncia estatistica. Por exemplo, pode-se comparar a frequéncia
observada de eventos biogeograficos com uma distribuicdo nula obtida pela aleatorizacdo das
distribuicbes na filogenia original para testar se os padrdes observados sdo conservados
filogeneticamente (SANMARTIN, 2012).

Uma das principais criticas a este tipo de abordagem baseada em eventos é sobre
como decidir o custo dos eventos biogeograficos (COX; MOORE; LADLE, 2016). O método
mais comum é usar um critério de otimizacdo baseado em parcimonia e escolher custos que
maximizem as chances de recuperar padrdes de distribuicdo “conservados filogeneticamente”,
isto é, padrGes de distribuicdo que ndo mudem de ancestrais para descendentes e sdo
conservados ao longo da filogenia (SANMARTIN, 2007). Contudo, isto é equivalente a
explicacdo mais parcimoniosa para o padrdo biogeogréfico observado, como na Biogeografia
Cladistica tradicional (MORRONE, 2005; RIDDLE; HAFNER, 2006; SANMARTIN, 2012),
dado que a vicariancia é um processo que produz padrdes de distribuicdo conservados entre as
linhagens (BROWN, 2009).

Sem davida, um dos métodos mais populares desenvolvidos para biogeografia
baseados em eventos é a andlise de dispersdo-vicariancia (DIVA; RONQUIST, 1997b). Esta
analise usa uma abordagem de matriz de custo em que os eventos de extingdo e dispersdo sdo
atribuidos a um custo maior em relacdo a vicariancia e duplicacdo (RONQUIST, 1997b;
SANMARTIN, 2012). Porém, ao contrario dos outros métodos, 0 DIVA ndo se baseia em
encontrar um cladograma de areas, mas distribuicdes de areas de mapeamento ao longo da
filogenia e, a partir deste, inferir as areas ancestrais em eventos cladogenéticos, minimizando
0 nimero de eventos de disperséo e extincdo (SANMARTIN, 2012).

Embora métodos baseados em eventos, como o DIVA, sejam amplamente utilizados
(COX; MOORE; LADLE, 2016; DA SILVA; NOLL, 2015; RAMIREZ et al., 2010;
SANMARTIN, 2007), uma forte critica a estes métodos é a simplificacdo dos dados, impondo
um modelo especifico, ou seja, a abordagem de matriz de custo (BROOKS, 2005). Outros
argumentam que a inferéncia biogeografica deve se concentrar em encontrar padrfes, ndo em
busca de processos explicativos ad hoc (PARENTI, 2007). Contudo Sanmartin (2012)
argumenta que a conexado explicita entre os processos e 0s padrdes esperados se torna mais
facil para os métodos baseados em eventos avaliar hipoteses biogeogréficas alternativas.
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Uma segunda critica contra esses métodos reside na inferéncia de processos que ndo
estdo ligados a especiagdo, como a extingdo (SANMARTIN, 2007). Eventos de extingdo
completa, em que uma linhagem desaparece de toda a distribuicdo ancestral, ou eventos de
dispersdo completos, em que uma linhagem deixa a zona de distribuicdo ancestral para
colonizar uma érea diferente sem necessariamente a ocorréncia de especiacdo, ndo podem ser
inferidos com métodos baseados em eventos, pois estes eventos ndo deixam rastros na
filogenia (BROOKS, 2005; SANMARTIN, 2007, 2012). Para inferir um evento de dispersio
ou extingdo (em areas), estes eventos devem estar vinculados a um evento de especiagédo, ou
seja, a dispersdo e a extin¢cdo devem deixar pelo menos um descendente na area original para
ser rastreado a partir da filogenia (SANMARTIN, 2012). De fato, esse problema afeta todos
0s métodos biogeograficos que sdo baseados na parciménia, incluindo a biogeografia

cladistica.

3.1.1.4 Biogeografia Paramétrica ou Probabilistica

Assim como a Biogeografia baseada em eventos surgiu para suprir algumas
deficiéncias da Cladistica tradicional em considerar processos (dispersdo, extingao,
duplicacdo e vicariancia), os métodos paramétricos ou probabilisticos surgiram para
incorporar trés fatores principais as andlises biogeograficas: tempo, independéncia da
parcimonia e suporte estatistico (SANMARTIN, 2012, 2016).

Esses métodos sdo denominados “baseados em modelos” ou “paramétricos” porque se
baseiam em modelos estatisticos de evolucdo das distribuicBes, cujos parametros (“variaveis”)
sd0 0s proprios processos biogeograficos, como dispersdo, expansdo de distribuicdo ou
extingdo (SANMARTIN, 2012). A evolucdo da distribuicdo (a mudanca na distribuico
geografica do ancestral para os descendentes) € modelada como um processo estocastico que
muda ao longo dos ramos das arvores filogenéticas de acordo com um modelo probabilistico
de “Cadeias de Markov” (SANMARTIN, 2016).

No cerne de um modelo baseado em Cadeias de Markov ha uma “matriz de
probabilidades de transi¢cdo” que determina recursivamente a taxa de mudanca de um estado
para outro (HOLDER; LEWIS, 2003; HUELSENBECK et al., 2001; LEMMON;
MORIARTY, 2004). Em modelos biogeogréaficos, os estados das Cadeias de Markov sdo 0
conjunto de areas geograficas que formam a faixa de distribuicdo do grupo, e 0s parametros
do modelo séo os processos biogeograficos que alteram a distribui¢do geografica das espécies,
como a retragdo (extingdo, em uma area) ou a expansido da distribuicio (SANMARTIN,
2012). Ao permitir que o modelo evolua ao longo dos ramos da filogenia (do ancestral para os
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tdxons terminais), 0s quais representam o tempo desde a cladogénese, pode-se estimar as
taxas (probabilidade/frequéncia) de ocorréncia dos processos biogeogréficos e inferir a
distribuicdo ancestral mais provavel em cada evento cladogénico (SANMARTIN, 2016).

Em comparacdo as abordagens anteriores, esses métodos oferecem varias vantagens
(SANMARTIN, 2016; SANMARTIN et al., 2010). O mais 6bvio é que a frequéncia (taxa) de
eventos pode ser estimada a partir dos dados, em vez de atribuir um custo a priori utilizando
critérios ad hoc, como em métodos biogeograficos baseados em eventos (REE; SMITH,
2008). Existem também outras vantagens, como a capacidade de incorporar melhor as
incertezas na distribuicdo dos ancestrais nas filogenias, uma vez que ndo assumem apenas o
cenario mais parcimonioso, e sim avaliam todas as possibilidades de &reas ancestrais
(SANMARTIN et al., 2010). Além disso, talvez a vantagem mais importante dos métodos
paramétricos seja a sua capacidade de integrar nas estimativas de inferéncia biogeogréafica a
divergéncia evolutiva entre linhagens ou o tempo desde a cladogénese, que sdo representados
pelo comprimento dos ramos na filogenia (SANMARTIN, 2012, 2016).

Por fim, os métodos paramétricos também fornecem uma abordagem estatistica mais
apropriada para comparar hipoteses ou cenarios biogeograficos alternativos (SANMARTIN,
2012). Como os parametros de cada modelo alternativo sdo processos biogeograficos, pode-se
identificar os processos que melhor explicam os padrGes biogeograficos identificando o
modelo com “melhor ajuste” através de testes estatisticos baseados em probabilidades, motivo
pelo qual estes métodos também sdo chamados de probabilisticos (SANMARTIN, 2016;
SANMARTIN; VAN DER MARK; RONQUIST, 2008). Isso contrasta com o uso de testes de
permutacdo aleatoria em biogeografia baseada em eventos, nos quais os padrdes observados
s6 podem ser comparados com aqueles esperados por acaso (SANMARTIN, 2012;
SANMARTIN et al., 2010).

Métodos biogeograficos paramétricos tém evoluido rapidamente desde a ultima
década, dentre os quais duas abordagens ganham destaque: 0 modelo de Dispersdo-Extincéo-
Cladogénese (DEC) (REE; SMITH, 2008) e o modelo Bayesiano de Biogeografia de Ilhas
(BIB) (SANMARTIN; VAN DER MARK; RONQUIST, 2008). O método DEC permite
estimar, por maxima verossimilhanca, as taxas de expansao (dispersdo) e retracdo (extin¢ao)
em cendrios de evolucdo de areas ao longo de eventos cladogénicos a partir de filogenias
datadas (REE; SMITH, 2008). Por outro lado, 0 método BIB usa inferéncia Bayesiana para
estimar as capacidades de carga (suporte) das areas e as taxas de dispersao entre ilhas a partir
de dados filogenéticos e de distribuicio de multiplos grupos co-distribuidos (SANMARTIN;
VAN DER MARK; RONQUIST, 2008). Este metodo é especialmente til para acomodar as
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diferencas de idade, taxa de evolucdo e capacidade de dispersédo entre linhagens
(SANMARTIN et al., 2010).

Nesta mesma linha existem ainda extensdes destes modelos como o GeoSSE
(OLDBERG et al., 2011), o qual € uma extensdo do DEC desenvolvida para acomodar taxas
de extincdo e especiacdo independentes em cada &rea. Em meio a tantas possibilidades
paramétricas, existem ainda softwares destinados a checar a adequabilidade de cada modelo,
buscando retornar o modelo que melhor se adeque ao conjunto de dados. Este € o caso do
pacote BioGeoBEARS, o qual testa varios modelos diferentes implementando ainda versées
de méxima verossimilhanca para o DIVA (DIVALIKE) e BayArea (BAYAREALIKE)
(MATZKE, 2013).

Assim como acontece com 0s métodos baseados em eventos, 0s métodos paramétricos
sdo criticados pela dependéncia de um modelo biogeografico particular, que é visto como uma
limitagdo (SANMARTIN, 2012). Os modelos biogeograficos, no entanto, sio melhor vistos
ndo como restricGes sobre os dados, mas como hipdteses alternativas para explicar os dados
(SANMARTIN; VAN DER MARK; RONQUIST, 2008).

Finalmente, uma limitacdo mais atual das abordagens paramétricas é que elas
pressupdem que a evolugdo da distribuicdo esta desacoplada com a diversificacdo da
linhagem (SANMARTIN, 2012). Em métodos paramétricos, a evolucdo da distribuicio é
modelada como um processo que evolui ao longo dos ramos de uma arvore filogenética, mas
0 préprio modelo biogeografico ndo influencia o processo estocastico de extingdo-
cladogénese que determina o crescimento da arvore, comprimentos de ramos e topologia
(REE; SMITH, 2008; SANMARTIN; VAN DER MARK; RONQUIST, 2008). Embora esta
ndo seja uma limitacdo que exclua a possibilidade de uso dos modelos paramétricos,
provavelmente a evolugdo destes algoritmos encaminhe-se para suprir essa caréncia
(SANMARTIN, 2016).

Em geral, métodos diferentes partem de pressupostos, ideais e condi¢Ges diferentes
(SANMARTIN, 2012; YU et al., 2015). Deste modo, ¢ recomendavel que analises
biogeogréaficas avaliem os padrdes sobre o maior nimero de modelos possiveis para observar
suas congruéncias e dissidéncias, e assim, alcangar os resultados mais verossimeis possiveis
(YU etal., 2015).

3.1.1.5 Integracgdo de processos ecoldgicos nas analises biogeograficas

A integracdo de processos ecoldgicos na reconstrucdo de cendrios biogeogréficos tem
sido um objetivo de longo prazo na biogeografia histérica (CRISCI et al., 2006; MORRONE;
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CRISCI, 1995). Porém, até recentemente, poucos esforcos reais haviam sido realizados para
combinar esses dois aspectos historicamente opostos (veja os tdpicos 4.1 e 4.1.1) da disciplina
em um quadro analitico comum. Isso se tornou possivel através do desenvolvimento de
técnicas de modelagem de nicho ecolégico (ENM; Ecological Niche Modelling)
(SANMARTIN, 2012).

De acordo com o conceito de conservagdo de nicho (WIENS, 2004; WIENS;
DONOGHUE, 2004), as linhagens tendem a conservar seu nicho ecolégico ao longo do
tempo, ou seja, o conjunto de condi¢Bes ambientais pelas quais as linhagens podem reproduzir
e manter populagfes viaveis. Neste contexto, a vicaridncia € considerada o resultado de
qualquer mudanga ambiental que cause uma divisdo em uma area geografica de espécies
(WIENS, 2004).

Os ENMs (KOZAK; GRAHAM; WIENS, 2008; PETERSON, 1999) usam a
associacao entre dados de distribuicdo (ocorréncias de espécies) e varidveis ambientais (por
exemplo, temperatura, precipitacdo) para prever o intervalo dentro do qual uma espécie
poderia ocorrer (veja a sessao de Modelagem de Nicho Ecoldgico). Supondo que os nichos
sdo preservados ao longo do tempo (“conservacdo do nicho”) e com informacdes sobre os
climas passados, pode-se projetar o nicho ecol6gico para diferentes pontos no tempo,
reconstruindo padrbes de distribuicdo de espécies passadas (PHILLIPS; ANDERSON;
SCHAPIRE, 2006; TRUJILLO-ARIAS et al., 2017; VARELA; LOBO; HORTAL, 2011), ou
para encontrar areas que estavam no passado dentro da tolerdncia ambiental das espécies e
poderiam ter atuado como corredores de dispersdo em regides que agora sdo inabitaveis
(VARELA; LOBO; HORTAL, 2011).

Os primeiros trabalhos a combinar metodos biogeograficos paramétricos com dados
paleoclimaticos e modelos de nicho ecoldgico de taxons existentes (SMITH; DONOGHUE,
2010) utilizaram estes métodos combinados como forma de entender como o0s climas
passados e as conexdes terrestres moldaram a distribuicdo biogeogréafica das linhagens ao
longo do tempo. Da mesma forma, outros estudos foram pioneiros na integragdo dos modelos
ENM na analise paleobiogeogréfica, através dos modelos de nicho de combina¢do com o
registro fossil de linhagens extintas (VARELA; LOBO; HORTAL, 2011).

A vantagem desta ultima abordagem em relacdo aos modelos ENM com base em taxas
existentes é que as reconstrucbes ENM baseadas em fossil ndo assumem que 0s nichos
ecoldgicos sejam estaveis ao longo do tempo (isso pode ser verdade para escalas ecoldgicas,
mas nado sobre escalas geoldgicas de milhdes de anos), entdo esses modelos podem ser usados

para rastrear padrdes de conservagdo de nicho ao longo de escalas de tempo (SANMARTIN,
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2012). Por outro lado, registros fossiliferos sdo geralmente escassos e esparsos ao longo do

tempo, sendo dificilmente uma informac&o de facil acesso.

3.1.2 Filogeografia e seu impacto sobre a Biogeografia

Inegavelmente os métodos e andlises discutidos até aqui constituem a base de todo
pensamento Biogeogréafico, e, consequentemente, formaram a base tedrica para o
florescimento de uma Biogeografia mais refinada, focada em padrbes especificos (COX;
MOORE; LADLE, 2016; RIDDLE, 2017; SANMARTIN, 2012, 2016). Nos dltimos trinta
anos, 0s avangos em genética molecular tornaram a Biogeografia Filogenética e Genética de
Populacgdes areas cada vez mais sinérgicas, criando pontes para a compreensao e integracao
entre processos em escala populacional ao longo de geracdes (microevolutivos) e aqueles
envolvendo géneros, familias e ordens ao longo de milhGes de anos (macroevolutivos)
(AVISE, 2009; CRISCI et al., 2006). No entanto, poucos trabalhos foram tdo marcantes
quantos os liderados por John Avise, os quais sdo emblematicamente representados pela
publicacdo de Avise et al. (1987), fundamental para criar a principal ponte entre as ciéncias
dedicadas a processos em escala geoldgica e aqueles relativos a poucas geraces, homeada

por estes autores de “Filogeografia” (Figura 3.1).

4 \
/ \
/ \
/ \
I »n § \
19 Filogeografia e o
1 » o =R
Q Vicariancia Dispersao o g |
| 8 s 2
\ = ©
\ & C o
= wnl
\ e o ,
\ Genética ’ @
de -~ ’

PopulagGes

Genética
Molecular

Figura 3.1 Relacdo conceitual da Filogeografia como ponte empirica entre as ciéncias da Biodiversidade.
Adaptado de Avise (2009) e Riddle (2009).

Avise e colaboradores (1987) cunharam o nome Filogeografia para tratar da
distribuicdo geografica de linhagens genéticas ao longo do tempo e espago geografico,

mostrando como processos intraespecificos poderiam gerar padrdes similares aos grandes
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padrbes biogeograficos (AVISE et al., 1987). Em outras palavras, Avise e colaboradores
chamaram atencdo para o fato de que processos que afetavam linhagens genéticas
intraespecificas poderiam ser extrapolados para tdxons de niveis superiores (AVISE et al.,
1987).

Da forma com a qual Avise a concebeu, a Filogeografia é uma disciplina que lida com
0s arranjos espaciais das linhagens genéticas, especialmente entre populacGes e espécies
intimamente relacionadas (AVISE, 2009). Neste contexto, a Filogeografia visa testar
hipdteses quanto a relacdo causal entre os fendmenos geograficos, as distribuicdes de espécies
e 0S mecanismos que conduzem a especiacdo ou a estruturacdo das linhagens intraespecificas
(HICKERSON et al., 2010). Consequentemente, a analise de dados genéticos de multiplos
taxons co-distribuidos pode contribuir para questdes mais profundas sobre os fenémenos
geograficos, geoldgicos e/ou climaticos que geraram a distribuicdo observada da
biodiversidade, em uma “Filogeografia Comparada” (HICKERSON et al., 2010). Assim, a
abordagem proposta por Avise oferece a oportunidade de utilizar as popula¢bes como
experimentos naturais independentemente submetidos aos mesmos cenarios geol6gicos e
climéticos.

Devido ao seu evidente carater multidisciplinar, a Filogeografia teve dificuldades de
se comunicar com 0s pesquisadores das areas adjacentes e tomar uma clara posicéo entre as
disciplinas mais tradicionais (Figura 3.1; AVISE, 2000). Se por um lado a Filogeografia
poderia ser considerada um braco da Genética de Populagdes, uma vez que trata questdes co-
especificas (em sua maioria), a mesma se difere desta Gltima por se concentrar nas relacdes
genealdgicas dos alelos (ndo apenas frequéncias), as quais podem ser interpretadas como
microfilogenias. Logo, deste ponto de vista, a Filogeografia poderia entdo ser considerada
parte da Biologia Filogenética, porém se difere desta Gltima por se concentrar nos processos
populacionais histéricos e demograficos. Exatamente devido a esse contexto historico e causal
da distribuicdo geografica dos grupos, a Filogeografia poderia entdo ser considerada
puramente um braco da Biogeografia, a qual é, nas palavras de John Avise: “talvez seu lar
mais natural...”, ainda que se distinga desta Ultima, por se concentrar em populagdes co-
especificas e informacbes genealdgicas (AVISE, 2009). Fato é que a Filogeografia é uma
disciplina de fronteira, a qual se encarrega de conectar muitas areas histéricas e didaticamente
desconectadas, que provavelmente encontra na Biogeografia seu centro de distribuicdo, mas
gue tende, cada vez mais, a expandir seus dominios.

O tempo trouxe tal importancia a Filogeografia na Biogeografia moderna e a mesma

se tornou foco de varios periddicos em sessbes especialmente dedicadas a este topico, como
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no Journal of Biogeography o qual publicou, o iconico editorial “What is modern
Biogeography without Phylogeography?” por Brette Riddle (2009), e consecutivos nimeros
especiais sobre Filogeografia. Nos ultimos dez anos, a Filogeografia, bem como as varias
outras areas da ciéncia, se modernizou em métodos e ferramentas analiticas, ainda em fase de
adaptacéo e inclusdo de dados gendmicos massivamente gerados pelas novas tecnologias de
sequenciamento. As proximas paginas dardo uma visdo geral dos principais metodos e
conceitos que impactaram as andlises filogeograficas nos Gltimos 40 anos, visando introduzir

o0 tema para a compreensao dos dados e analises empiricas da segunda parte desta tese.

3.1.2.1 Filogeografia: do DNA citoplasmatico & era Gendmica

A Filogeografia fundamentou seu inicio basicamente sobre a anélise de dados de DNA
de organelas, principalmente o DNA mitocondrial (DNAmt) em animais (AVISE et al.,
1987). Dentre vérios fatores o DNAmt ganhou forca em analises filogeograficas devido a
fatores intrinsecos dos genomas citoplasmaticos (ex: DNAmt e de cloroplastos - DNAcp),
como falta de recombinacdo génica, relativa neutralidade e menor tamanho efetivo
populacional (AVISE, 2009; HICKERSON et al., 2010), logo, menor tempo até a
coalescéncia de alelos ou monofilia de areas geograficas (EDWARDS; BEERLI, 2000;
HICKERSON et al., 2010). Além disso, outras caracteristicas como elevadas taxas de
mutacdo, heranga matrilinear e grande quantidade de cépias por célula, fizeram deste genoma
a principal ferramenta no inicio da Filogeografia (AVISE, 2000, 2009; BALLARD;
WHITLOCK, 2004).

Para compreender estes diferentes aspectos é interessante ter em mente um panorama
geral dos genomas citoplasmaticos, utilizando como exemplo o genoma mitocondrial.
Genomas de organelas em eucariotos, como o DNAmt, tem provavel origem protobacteriana,
endosimbioticamente assimilado por uma célula pré-eucariotica (LANG; GRAY; BURGER,
1999). Ao longo da evolucdo dos eucariotos, genomas citoplasmaticos tenderam a perder a
maior parte do seu DNA para o nucleo. Por exemplo, o0 DNAmt de células animais € hoje
representado por apenas 37 genes ligados ao longo de uma molécula circular com cerca de
16.000 pb de comprimento (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014). Dois desses genes codificam
RNAs ribossémicos, 22 especificam diferentes moléculas de RNA transportador e 12 ou 13
codificam subunidades de polipeptidios participantes das vias bioquimicas de fosforilagdo

oxidativa e da cadeia transportadora de elétrons (Figura 3.2).



21

Apis mellifera
(16.343 pb)

Vs

Euglossa dilemma
(11.128 pb)

Figura 3.2 Comparacdo da representacdo grafica do genoma mitocondrial de duas abelhas corbiculadas, Apis
mellifera (CROZIER; CROZIER, 1993) e Euglossa dilemma (BRAND et al., 2017). Cores representam tipos
diferentes de sequéncias; N/A — regibes sem informagéo para E. dilemma; A+T — origem de replicagdo do DNA
mitocondrial (CROZIER; CROZIER, 1993).

Via de regra, essas moléculas também incluem uma regido de controle de replicacdo
(RC), a qual é utilizada como origem para a replicacdo do DNA. A replicacdo desses genomas
citoplasmaticos é assincrona a divisdo celular e frequente durante a interfase, gerando
centenas ou milhares de copias de DNAmt ou DNAcp no citoplasma de cada célula somatica
ou germinativa do organismo (FRIEDMAN; NUNNARI, 2014).

Embora seja altamente variavel em comparacéo ao genoma nuclear, evolutivamente os
genomas citoplasmaticos possuem consideravel estabilidade constitutiva. No caso das
abelhas, o DNAmt ndo apresenta grandes diferengas em relacdo a descricdo geral da
mitocdndria animal, com exce¢do da ordem de alguns genes de RNAt e da regido de controle
da replicacdo, que nas abelhas e outros insetos € reconhecida por ser uma regido rica de
repeticdes AT (CROZIER; CROZIER, 1993). Comparando 0s genomas mitocondriais da
tribo Apini (Apis mellifera) e Euglossini (Euglossa dilemma) (Figura 3.2), encontra-se um
padréo de distribuicéo dos genes altamente conservado, embora algumas regides ainda faltem

a essa comparacao (areas hachuradas).
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A auséncia de dados da regido AT e trechos flanqueadores € um dos principais
complicadores para estudos populacionais e filogeograficos com base em DNAmt em
Euglossini, visto que este trecho frequentemente € o mais variavel do DNAmt (uma vez que
ndo € transcrito), constituindo uma das principais ferramentas em estudo de populacdes de
vertebrados (AVISE, 2009; HICKERSON et al., 2010). No entanto, estudos do DNAmt de
abelhas frequentemente obtém dados expressivos quando analisam genes mitocondriais como
citocromo b (LOPEZ-URIBE et al., 2014; PENHA et al., 2015) e citocromo ¢ oxidase (DICK
et al., 2004; RAMIREZ et al., 2010).

Um dos fatores que favorece o uso do DNAmt para estudos filogeograficos é o
acumulo de mutacBes em escalas muito maiores do que o genoma nuclear (BALLARD;
WHITLOCK, 2004). Por exemplo, em Drosophila, trechos mitocondriais podem acumular
mutacdes entre 1,7-3,4 vezes mais rapido do que as regides autossomicas mais variaveis, e
quase 10 vezes mais rapido do que a média do genoma nuclear (MORIYAMA; POWELL,
1996).

Provavelmente, varios fatores contribuem para o rapido ritmo de evolucdo do DNAmt,
como mecanismos relativamente ineficientes de reparo do DNA; um ambiente altamente
oxidativo; o relaxamento de restricbes funcionais do genoma, resultante do fato de que
DNAmt ndo produz proteinas diretamente envolvidas em sua propria replicacdo, transcri¢do
ou traducdo; ou o fato de que o DNAmt ndo esta fortemente ligado as proteinas histonas que
sdo por si agentes de protecdo e podem restringir as taxas de mutacdo no DNA nuclear
(AVISE, 2009; FRIEDMAN; NUNNARI, 2014). Fato resultante desta elevada taxa de
mutacdo € a alta variacdo intraespecifica do DNAmt, pré-requisito para grande parte dos
estudos filogeogréaficos.

Outro “facilitador filogeografico” do DNAmt é o modo de transmissdo da molécula
via heranca materna. Durante o processo de fertilizacdo a maior parte do citoplasma de um
zigoto vem do ovulo, portanto, cada descendente recebe o0 DNAmt principalmente, se ndo
exclusivamente, da fémea e ndo do macho (BALLARD; WHITLOCK, 2004; FRIEDMAN;
NUNNARI, 2014). Este fato é especialmente importante para elucidagdo de questdes
bioldgicas por dois motivos. O primeiro deles é que por passar integral e diretamente de um
individuo para outro, sem recombinacdo ou selecdo de alelos, todas as diferengas entre
moléculas de geracdes diferentes poderiam ser atribuidas, por exemplo, a eventos de mutacao
(AVISE, 2000, 2009). Por este mesmo motivo, buscar a coalescéncia dos alelos mitocondriais
através de suas linhagens € teoricamente muito mais simples do que a partir de copias

nucleares, onde a recombinacdo génica ndo pode ser descartada (AVISE, 2009). O segundo
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motivo é que devido a ligagdo matrilinear, eventos que afetem diferencialmente os genomas
nuclear e mitocondrial podem ser indicios de dispersdo sexual diferencial. Um exemplo deste
caso, sdo as proprias abelhas das orquideas, as quais possuem fémeas conhecidamente
filopatricas (AUGUSTO; GAROFALO, 2004; BOFF; SAITO; SANTOS, 2017) e que exibem
nitidos reflexos deste comportamento em seus padrdes filogeograficos quando dados
genéticos mitocondriais e nucleares sio confrontados (LOPEZ-URIBE et al., 2014; PENHA
et al., 2015). Combinados, estes dois fatores podem levar a estruturacdes geograficas
acentuadas, as quais sdo por definicdo, reflexos histéricos dos eventos que moldaram a
diversificacdo de populaces e espécies (AVISE, 2009).

Embora a maior parte dos estudos sobre Filogeografia tenham se baseado no estudo do
DNAmMt e na genealogia de seus genes, existem ao menos duas fontes de erros inerentes a
construcdo de genealogias a partir deste tipo de dados: a incerteza da genealogia e o viés do
genoma. Nenhuma genealogia € estimada sem erro, porém uma quantidade reduzida de
informacdo pode levar a estimativa de genealogias ndo condizentes com padrbes reais
(BALLARD; WHITLOCK, 2004). Em contrapartida, a quantidade correta de informacao
tende a levar o erro associado a um minimo cientificamente aceitavel, representando
fidedignamente a historia evolutiva do genoma e do tdxon associado (AVISE, 2009).

Outra fonte de erro inerente a estimativa de genealogias génicas a partir do genoma
mitocondrial seria o viés do genoma. O fato de os genes mitocondriais serem ligados leva
qualquer evento de selecdo natural ou deriva genética em genes individuais a atuar de forma
conjunta no cromossomo, em um efeito carona em toda a molécula (HARTL; CLARK, 2007).
Esta segregacdo dependente entre os genes do cromossomo mitocondrial pode levar a duas
situacbes distintas. A primeira delas seria um possivel vies filogeografico, ja que
idiossincrasias evolutivas e reprodutivas poderiam afetar pontualmente genomas de organelas
em relacdo ao genoma nuclear (BALLARD; WHITLOCK, 2004). Mais uma vez, cabe aqui 0
exemplo dos euglossineos onde machos séo o sexo dispersor, 0 que por sua vez tende a causar
estruturacbes acentuadas no genoma mitocondrial em comparagdo ao genoma nuclear
(LOPEZ-URIBE et al., 2014). O mesmo pode ser observado em tartarugas e outros
organismos onde fémeas e machos exibem diferentes descolamentos reprodutivos (AVISE,
2009).

Interessantemente, a segregacdo dependente entre genes mitocondriais leva a uma
segunda situagdo, distinta da anterior, onde o viés entre genomas € Util exatamente para
evidenciar o efeito genético de aspectos bioldgicos intrinsecos dos organismos (HICKERSON

et al., 2010). Novamente, tracando um paralelo com abelhas das orquideas, onde as fémeas
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raramente sdo amostradas, a anélise do DNA mitocondrial é, por vezes, a Unica forma de
mensurar a dindmica demografica das fémeas ao longo das geracdes (LOPEZ-URIBE et al.,
2014; PENHA et al., 2015).

Obviamente ha outras criticas a utilizacdo exclusiva de DNA de organelas para
detectar padrdes geograficos e demogréaficos em populagcdes naturais, dentre as quais, as
questBes de arvores de genes e de espécies, introgressdo e neutralidade do DNAmMt sdo
provavelmente as principais delas (BALLARD; WHITLOCK, 2004). Vale ressaltar aqui, que
devido aos fatores ja discutidos, 0 DNA de organelas tende, como um todo, a responder de
forma semelhante aos eventos evolutivos e estocasticos em populacBes naturais. Deste modo,
com algumas excecdes, genealogias génicas independentes também tendem a demonstrar
historias evolutivas semelhantes quando comparadas entre si  (AVISE, 2000; AVISE et al.,
1987; HICKERSON et al., 2010). Estes argumentos refutariam em partes a discrepancia entre
arvores de genes e espécies ao menos em nivel intraespecifico (logo, arvores de genes e de
linhagens), quando considerado apenas 0 genoma de organelas.

Ainda assim, o estudo exclusivo de um Unico genoma (tanto de organela, quanto
nuclear) pode levar a conclusdes incompletas, caso ndo se tenha em mente a questdo do viés
dos genomas. Devido a essas e outras criticas, nos ultimos anos estudos filogeogréficos
tenderam a incluir dados de genes nucleares. Em principio, os genes nucleares de cdpia Unica
também podem fornecer uma grande quantidade de dados para analises filogeogréficas no
nivel intraespecifico, mas trés obstaculos técnicos e bioldgicos impediram o seu progresso em
larga escala: o ritmo relativamente lento da evolucdo da sequéncia em muitos locos nucleares;
a dificuldade de isolar haplotipos nucleares de organismos diploides; e o fendbmeno da
recombinacdo génica (AVISE, 2009).

A primeira complicacao relativa as baixas taxas de mutagdo nuclear em comparagao
ao DNA de organelas podem ser facilmente contornadas buscando sequéncias como introns e
microssatélites que acumulam muta¢fes muito mais rapidamente do que a média do DNA
nuclear (BALLARD; WHITLOCK, 2004). Um exemplo em Euglossini é o trabalho de
Lopéz-Uribe et al. (2014), os quais empregaram 0 sequenciamento de locos microssatélites
para avaliar a estrutura filogeografica em espécies do género Eulaema em todo continente
Sul-americano. No entanto, uma dificuldade frequente neste tipo de abordagem é como tratar
indels nos modelos filogeograficos, bem como estimar seguramente a homologia dos
alinhamentos em regides altamente repetitivas.

Ja no que tange o isolamento dos hapldtipos em organismos diploides, duas opc¢des

sdo frequentemente utilizadas. A primeira delas é buscar marcadores em cromossomos
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sexuais (como os cromossomos X e Y em mamiferos), os quais sdo naturalmente sistemas
haploides. Interessantemente, este € um problema que ndo afetaria euglossineos devido ao
sistema haplodiploide de determinacdo sexual, onde machos sdo provenientes de évulos ndo
fecundados e sdo naturalmente haploides para todo genoma, salvo algumas excecdes
(GIANGARELLI et al., 2015; SOUZA et al., 2010). Nos casos onde a natureza ndo fornece
sistemas naturalmente haploides é ainda possivel isolar hapl6tipos nucleares a partir de
métodos de clonagem de trechos de interesse ou ainda utilizar técnicas de estimativa de fase
(cis/trans) para sequéncias com sinais de heterozigose. Neste Gltimo caso, varios estudos com
aves do continente sul-americano demonstram resultados consistentes quando analisados via
varios locos nucleares independentes (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2016; CABANNE et
al., 2014; RAPOSO DO AMARAL et al., 2013).

O terceiro impedimento ao uso amplo de sequéncias nucleares merece mais atencéo,
pois de fato é o mais grave. Em qualquer populacdo com reproducdo sexuada, processos
inerentes a meiose e & propria mistura de material entre individuos continuamente relinem
genes ndo ligados em novas combinagdes multilocus. Esses processos de recombinagdo
também podem afetar locos individualmente sempre que ocorrem eventos de crossing over
meioticos bem-sucedidos entre diferentes alelos. Cada alelo recombinante é entdo um trecho
fusionado de DNA, cujos subconjuntos podem ter passados evolutivos bastante diferentes.
Assim, a recombinacdo génica (ou alélica) tende a complicar o que, de outro modo, seria a
assinatura genealdgica mais limpa do genoma nuclear (AVISE, 2009). Mesmo com todos
estes complicadores, haplotipos de DNA nuclear foram empregados com sucesso em varias
avaliacBes filogeograficas com alguns dos resultados mais informativos provenientes de
sequéncias de introns em genes codificadores de proteinas (BATALHA-FILHO; MIYAKI,
2016; BRITO; EDWARDS, 2009; RAPOSO DO AMARAL et al., 2013), mas com
interessante potencial para locos microssatélites (LOPEZ-URIBE et al., 2014).

Além disso, mesmo quando os obstaculos técnicos e bioldgicos para obtencdo de
dados genealogicos explicitos de sequéncias nucleares se tornam insuperaveis, informacoes
menos diretas sobre historias populacionais ainda podem ser obtidas a partir de analises
genéticas populacionais com base nas frequéncias observadas de alelos filogeneticamente nédo
ordenados (AVISE, 2009). Analises multilocus baseadas em microssatélites, por exemplo, séo
frequentemente utilizadas para estimar parametros populacionais que, por sua vez, podem ser
usados em analises genéticas espaciais, com varios exemplos apenas em euglossineos (BOFF
et al., 2014; LOPEZ-URIBE et al., 2014; PENHA et al., 2015; ROCHA FILHO et al., 2013).

Especialmente quando tais dados sdo acumulados em varios locos desvinculados, a
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informacdo historica pode ser facilmente comparada com os padrGes geneal6gicos mais
explicitos que normalmente sio evidentes no genoma citoplasmatico (LOPEZ-URIBE et al.,
2014; PENHA et al., 2015).

Provavelmente os microssatélites foram um dos marcadores mais utilizados nos
ultimos vinte anos de estudos filogeograficos e também um dos principais fatores de
aproximacdo entre a Filogeografia e &reas correlatas como a Genética de Populagdes,
Genética de Paisagens e até mesmo a Ecologia Comportamental (EDWARDS; SHULTZ;
CAMPBELL-STATON, 2015). A grande capacidade de gerar matrizes altamente variaveis é
sem sombra de ddvidas uma das principais vantagens destes marcadores. Microssatélites
carregam ainda importantes informacoes sobre a relagéo entre os alelos (assumindo o modelo
de mutacao passo-a-passo — step-wise mutation model, SMM) e, a principio, também possuem
a capacidade de distinguir informac6es em diferentes escalas de tempo (como comparacdes
entre indices de diferenciagdo como Rst e Fst) (EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-
STATON, 2015).

Por outro lado, o alto conteudo polimérfico dos microssatélites tém seu preco
(MORIN; LUIKART; WAYNE, 2004). Os desafios e deficiéncias da aplicacdo destes
marcadores, para fins filogeograficos foram extensivamente revisados (PERKTAS et al.,
2015; ZINK, 2010) e incluem substanciais homoplasias, inconsisténcias filogenéticas,
frequentes alelos nulos e dificuldade em comparacdo direta com marcadores baseados em
sequéncias. Existem ainda questionamentos quanto a total neutralidade destes marcadores,
frequentemente assumida como pressuposto para algumas analises, as quais tem sido
questionadas por alguns autores sob sua utilidade para a Filogeografia (BRITO; EDWARDS,
2009; EDWARDS, 2009; ZINK; BARROWCLOUGH, 2008). Com certeza, microssatélites e
outras sequéncias repetitivas tem seu espa¢o na Filogeografia, contudo, e a necessidade de
recuperar linhagens genealdgicas tem forcado uma mudanca de dire¢do neste campo.

Ao longo dos anos 2000 e inicio da década 2010, a Filogeografia tendeu a incluir cada
vez mais locos para inferir a historia demografica dos grupos, de modo que o uso de varios
locos para inferir a historia da populacdo e das espécies tornou-se a base na Filogeografia
moderna (EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-STATON, 2015; MCCORMACK et al.,
2013). Com a possibilidade e necessidade de se incluir cada vez mais locos nas anélises
filogeogréaficas, métodos moleculares e computacionais foram desenvolvidos para acomodar a
guantidade crescente de dados. Para tanto, métodos baseados nas Teorias Coalescente,
Bayesiana e em Maxima Verossimilhanca (veja 3.3.2 Analises em Genética de Populacdes e
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Filogeografia), desenvolvidos em sua maioria para analises filogenéticas, foram cada vez mais
incorporados as inferéncias filogeogréficas.

Mesmo com a crescente disponibilidade de marcadores moleculares para organismos
ndo-modelos (EDWARDS, 2008; THOMSON; WANG; JOHNSON, 2010), o processo de
geracdo de dados para um estudo multilocus € laborioso. No campo da biologia molecular,
sempre em répida evolugédo, por vezes parece pouco justifichvel embarcar no longo processo
de selecdo de locos para estudos de variabilidade (assumindo que 0s primers ja existem),
amplificando e sequenciando amostras de DNA individualmente para cada loco, submetendo
estes dados a determinacdo de fase nuclear via bioinformatica ou clonagem. Devido a isso, a
Filogeografia e Filogenética vém se aproximando cada vez mais das ferramentas baseadas em
next generation sequencing (NGS) (Figura 3.3) devido ao seu potencial de condensar varias
etapas da geracdo de dados multilocus para organismos ndo-modelos em um processo mais
eficiente em termos de tempo e economia (MCCORMACK et al., 2013). Note que apenas nos
ultimos anos ferramentas baseadas nestas novas tecnologias comegaram a ser desenvolvidas e

muitas delas ainda se encontram em fase de desenvolvimento.

Filogeografia Filogenia 2015

RADseq, GBS, SNP, UCR

Locus anénimos Multilocus

introns

Marcadores

Microssatélites
Nucleares

Figura 3.3 Esquema representativo da evolucdo temporal do uso de marcadores moleculares na Filogeografia e
Filogenia. Fonte: (BRITO; EDWARDS, 2009). A figura retrata a unicidade original das duas areas devido um
foco comum no DNAmt na década de 1980. Durante a década de 1990, no entanto, embora 0 DNAmt ainda
fosse usado tanto na Filogeografia quanto na filogenética, esses campos tomaram rumos distintos, muito devido
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aos diferentes marcadores nucleares utilizados em cada &rea. ApGs 0 acesso ao sequenciamento de nova geragdo
e genomas nucleares de organismos ndo-modelos ao longo dos anos 2000, a Filogeografia e a Filogenética
tomaram rumos convergentes com dados de SNP, embora a natureza evolutiva e as taxas mutacionais das regides
alvo ainda sejam ponto de distingdo entre ambas.

Desde o lancamento das primeiras plataformas de sequenciamento massivo em 2005
(Roche/454, SOLID/Life Technologies e lllumina), iniciou-se uma revolugédo da era gendmica
em toda biologia molecular. Essas novas tecnologias de sequenciamento possibilitaram a
aquisicdo de dados genémicos em larga escala, permitindo entdo a analise de centenas de
milhares de locos espalhados pelo genoma (BRITO; EDWARDS, 2009). O impacto e
potencialidades desses novos métodos € tao significativo que serdo abordados separadamente

no tdpico a seguir.

3.1.2.2 O impacto do NGS sobre a Filogeografia

Tradicionalmente, o desenvolvimento de marcadores moleculares como
microssatélites, RFLPs e AFLPs, e mesmo sequenciamento de alguns genes, € um processo
recursivo e dispendioso. Sucessivas clonagens, desenvolvimento de primers especificos e
outras etapas iniciais tornam esses processos caros e laboriosos para aplicar em diferentes
espécies e populacdes (ARIF; KHAN, 2009). O advento do SNP-array (veja revisdo em Song
e Shao, 2015) possibilitou genotipagens em grande escala, mas ndo o processo de descoberta
de SNPs, visto que a producdo de uma matriz de alta qualidade requer um investimento
substancial de recursos (DAVEY et al., 2011). Além disso, o carater especifico de marcadores
dessa natureza é uma desvantagem importante, uma vez que a genotipagem de novas
populacdes estara restrita aos locos presentes na pesquisa original.

Interessantemente, ha algum tempo estudos com genomas-modelo tém evidenciado
que, ainda que menos varidveis, 0s SNPs sdo muito mais comuns no genoma do que, por
exemplo, os microssatélites (BRUMFIELD et al., 2003; EDWARDS, 2008; EDWARDS;
SHULTZ; CAMPBELL-STATON, 2015). Embora potencialmente mais informativos, o
estudo de SNPs amplamente distribuidos pelo genoma foi quase irrelevante no inicio dos anos
2000 devido a dificuldade (se ndo impossibilidade) de aproveitar esses SNPs em escala
proporcional a sua distribuicdo pelo genoma (EATON, 2014).

Ao longo dos anos seguintes, o desenvolvimento de plataformas capazes de sequenciar
bilhGes de pares de bases em apenas uma Unica leitura, tecnologia para o processamento
destes dados e técnicas para explorar genomas de organismos ndao modelos foram e
continuardo sendo a chave para a expansdo da Filogeografia sobre as possibilidades do uso de
SNPs. Devido a natureza distinta dessas novas tecnologias, bem como seu impacto e
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prospecto na &rea da Filogeografia, cabe aqui uma rapida caracterizacdo e contextualizacao
dos métodos de sequenciamento, como funcionam e o que respectivamente implicam para a
compreensdo dos dados, tracado ainda um paralelo entre suas vantagens e desvantagens para
aplicacdo em estudos filogeograficos.

De modo geral, existem basicamente trés formas ou geracdes de sequenciamento de
acordo com a natureza da deteccdo das sequéncias: 0 método de Sanger (primeira geracdo), o
NGS (segunda ou “proxima” geracdo) e o real-time ou single-molecule sequencing,
considerada a terceira geracdo de sequenciamento (METZKER, 2010; SHENDURE et al.,
2017). Embora todas as tecnologias sejam importantes por inimeras razdes distintas, sera
dado énfase apenas as duas primeiras geracdes de tecnologias de sequenciamento para fins de
comparacao dos resultados na presente tese.

A primeira geracdo de sequenciamento, conhecida como “método de Sanger” ou
“sequenciamento de Sanger” (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) utiliza, em sua
forma mais moderna didesoxirribonucleotideos (sem a hidroxila na extremidade 3’ da pentose
do nucleotideo), marcados com fluorescéncia especifica para cada base nitrogenada em
proporcdo de 1/10 nucleotideos “normais” como substrato para uma reacdo de PCR com
milhdes de copias do DNA de interesse como molde, gerando assim, milhGes de cadeias
aleatoriamente interrompidas que uma vez ordenadas por eletroforese de alta resolugédo e
luminosamente estimuladas, refletem cores especificas para cada nucleotideo em ordem
crescente do menor para o maior fragmento, os quais sdo transcritos em sequéncias de DNA

para cada amostra submetida ao processo (Figura 3.4-A).
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Figura 3.4 Tecnologias de sequenciamento. A) Exemplificacdo do esquema geral de sequenciamento automatico
baseado no método de Sanger; B) Exemplificacdo de um esquema de sequenciamento paralelo massivo (tipo
Ilumina®), também frequentemente citado como NGS (Next Generation Sequencing). Adaptado de Schendure
et al. (2017).

Em outras palavras o método de Sanger é definido por dois pontos principais: o
primeiro ¢ a molécula didesoxirribonucleotideo, a qual interrompe a rea¢do em cadeia da
polimerase devido a falta da extremidade 3’OH livre para adigdo do proximo nucleotideo; 0
segundo é a ordenacdo dessas multiplas cadeias interrompidas via eletroforese em capilares.

Este método exige que amostras sejam analisadas individualmente, de modo que reacOes
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independentes sdo necessarias para cada trecho de interesse de cada uma das amostras. Ainda
que bastante laborioso e com certa limitacdo para aquisicdo de informacdo em larga escala, o
método de Sanger foi fundamental para o desenvolvimento da Filogeografia até o estado
atual, sendo a tecnologia dominante nos estudos filogeograficos por quase trés décadas
(EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-STATON, 2015).

Por outro lado, as tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo (Next
Generation Sequencing, NGS) se diferenciam do sequenciamento de primeira geracdo por
varias caracteristicas, mas o ponto chave é sem duvida a demultiplexacdo. Em outras palavras,
ao invés de um tubo por reacdo, uma biblioteca complexa com multiplos moldes de DNA
fragmentado (~300pb; Figura 3.4-B2) com adaptadores especificos ja ligados (Figura 3.4-B3)
é hibridizada a pequenos “primers” anexados a uma superficie bidimensional solida, os quais
sdo complementares aos adaptadores conectados nas sequéncias fragmentadas da biblioteca.
A partir deste passo, multiplas amplificagbes in vitro acontecem na base sélida, gerando
milhdes de pequenos clusters de DNA “clonais” adjacentes (Figura 3.4-B4). Finalmente, ao
invés de medir o comprimento dos fragmentos, a deteccdo de nucleotideos é baseada em
ciclos de leitura de sinais bioquimicos (por exemplo, incorporacdo de nucleotideos marcados
com fluorescéncia; Figura 3.4-B5) atraves de imagem (Solexa® ou NovaSeq® / Illumina) ou
sensores ionicos (lon Torrent / ThermoFisher Scientific).

Ha ainda diferentes estratégias pelas quais as plataformas determinam a sequéncia de
nucleotideos para a amostra submetida. Contudo, o padrdo das plataformas Illumina se
tornaram os mais populares e serdo utilizados como exemplo neste texto (Figura 3.4-B). Note
que o0s passos entre os métodos sdo diferentes na preparacdo das amostras. Ao contrario do
método de Sanger, clonagens ou PCRs prévias ndo sdo necessarias para o isolamento de alvos
(Figura 3.4-A3), pelo contrario, ha apenas uma fragmentacdo obrigatoria das amostras iniciais
(Figura 3.4-B2).

Note que a fragmentacdo é um passo necessario a tecnologia NGS e implica algumas
limitagbes que necessitam ser contornadas bioinformaticamente. A estratégia adotada por
essas plataformas de sequenciamento massivo (como a “clusterizacdo” e amplificagdo em
ponte apoiada em uma base sélida) restringe o comprimento dos reads gerados. Trechos
curtos de DNA (50, 100, 150 pb) séo dificilmente alinhaveis de forma ordenada para montar
um genoma sem qualquer sequéncia de referéncia. Outro problema é que, devido a geragéo
simultanea de milhdes de sequéncias paralelas (reads ou tags), analises computacionais sdo
necessarias para demultiplexacdo dos dados e agrupamento em diferentes amostras. Este

ultimo problema ¢é facilmente contornado, adicionando uma pequena sequéncia (3 e 10 pb)
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para identificar uma amostra ou trecho alvo, adjacente ao adaptador compativel com a
maquina. Esta sequéncia identificadora é chamada de barcode e é critica para a organizacao
futura dos dados.

De fato, 0 menor tamanho de fragmentos é a maior deficiéncia da tecnologia NGS, a
qual atualmente prometem entre 300 e 400 pb em algumas plataformas (Illumina MySeq4000;
lon Torrent ThermoFisher Scientific). Ainda assim, as tecnologias mais comuns geram reads
entre 50 e 250 pb, os quais sdo bastante reduzidos quando comparados aqueles do método de
Sanger que atingem facilmente 1000 pb. O reduzido tamanho dos reads no NGS é o foco de
desenvolvimento das tecnologias de terceira geracdo, as quais se concentram em combinar
longos fragmentos (~10 vezes maiores que os de Sanger) com a quantidade massiva de dados
de NGS. O sistema PacBio (ja comercialmente disponivel) promete entregar leituras de até
15.000pb para DNAs integros, enquanto adaptacdes da tecnologia Illumina também
prometem trechos com até 10.000 pb. RevisGes detalhadas sobre essas novas tecnologias
podem ser facilmente encontradas na literatura (METZKER, 2010; SHENDURE et al., 2017,
SHENDURE; JI, 2008).

E evidente que a combinacdo destas tecnologias abre grandes possibilidades para
estudo de organismos ndo-modelos, como por exemplo, a possibilidade de criar grandes
moldes (scaffolds) de milhares de pares de base (ex: PacBio; Illumina long-seq) e combina-las
com sequenciamento massivo (ex: Illumina HiSeq) com apenas alguns milhares de délares,
algo completamente impensavel no comeco deste século. Por hora, as abordagens dentro da
tecnologia NGS sdo as mais acessiveis, mas em um futuro préximo plataformas PacBio e
Illumina long-seq guiardo uma nova mudanca de rumos ndo apenas na Filogeografia, mas em
varias areas envolvendo a biologia molecular.

Ainda que o pequeno tamanho dos reads pareca ser um grande problema, diversas
abordagens sdo possiveis via sequenciamento massivo NGS, as quais se diferenciam pela
forma com a qual as bibliotecas sdo preparadas, isolando ou ndo regides de interesse
(METZKER, 2010). No que diz respeito a Filogeografia, as tecnologias de NGS tém sido
exploradas basicamente por duas abordagens: as de subamostragem via enzimas de restri¢do e
as focadas na captura de regides especificas. As abordagens de subamostragem via enzima de
restricdo sdo representadas pelo método RADseq (embora haja algumas variacGes do
método), enquanto os elementos ultraconservados (UCES) e suas regides flanqueadoras séo 0s
mais comuns para as abordagens baseadas em filtragem de elementos especificos para estudos
Filogeogréficos (EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-STATON, 2015). Existem ainda

trabalhos utilizando sequenciamento baseado em transcriptoma e conjuntos de amplicons
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especificos (MCCORMACK et al.,, 2013), porém transcriptomas sdo demasiadamente
conservados para abordagens puramente filogeograficas. Ainda que tenham aplicacGes
importantes para estudos avaliando selecdo, o sequenciamento de amplicons é bem menos
atraente devido ao trabalho envolvido e 0 niUmero menor de locos que podem ser testados
(EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-STATON, 2015; MCCORMACK et al., 2013).

As duas abordagens “béasicas”, RADseq e UCEs prometem reorientar a Filogeografia
de diferentes maneiras, devido aos tipos de dados que cada uma produz (EDWARDS;
SHULTZ; CAMPBELL-STATON, 2015; MCCORMACK et al., 2013). Os UCEs produzem
dados que podem ser mais facilmente reunidos em sequéncias individuais com centenas, ou
potencialmente, milhares de pares de bases, resultando em hapl6tipos ou sequéncias consenso
dentro das quais podem haver varios SNPs, que por sua vez, em principio, podem ser
submetidos a andlises filogenéticas tradicionais (EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-
STATON, 2015). Por outro lado, dados de RADseq geralmente produzem locos muito curtos
para montagem de hapl6tipos e analise via métodos filogenéticos tradicionais; ao inves disso,
SNPs Unicos ou multiplos sdo extraidos de cada loco de RADseq e depois sdo analisados
como SNPs individuais (MCCORMACK et al., 2013).

Um outro paralelo entre essas duas abordagens diz respeito as suas aplicacGes praticas.
Devido as restrigdes inerentes a preparacdo das respectivas bibliotecas, RADseq e UCEs tém
mais e menos facilidade de aplicacdo para organismos ndo-modelos. RADseq, por exemplo, é
baseado na fragmentacdo do DNA total via enzimas de restricdo, o que é facilmente
executado independentemente do organismo estudado (Figura 3.5-A). Em contrapartida,
UCEs geralmente precisam de conjunto de sondas especificas para um determinado grupo de
estudo, dificultando sua aplicacdo em organismos ndo-modelos, ainda que o conjunto de

sondas seja menos especifico do que primers de microssatélites, por exemplo (Figura 3.5-B).
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Figura 3.5 Comparacdo entre estratégias genéricas de subamostragem e de filtragem de elementos genémicos.
(A) esquema genérico de RADSeq / GBS; (B) esquema genérico de captura de sequéncias; (C) distribuicdes de
leitura tipicas de bibliotecas gendmicas de sequéncias de varios métodos RADseq; (D) Captura de Sequéncia.
Em (C), os sitios de restricdo sdo representados usando setas com coloracdo indicando diferentes enzimas de
restricdo. Adaptado de Harvey et al. (2016).

De muitas maneiras, as duas abordagens fornecem pontes contrastantes a Filogenética
e a Filogeografia classica, além de direcionar abordagens analiticas complementares no
futuro. Por exemplo, locos produzidos por abordagens como a UCEs geralmente podem ser
analisados usando métodos filogenéticos padrdo para estimar arvores de genes, fornecendo
uma ponte natural para a Filogeografia classica (EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-
STATON, 2015). Por outro lado, embora os SNPs gerados por RADseq possam ser usados

para estimar relagdes filogenéticas de populacGes ou espécies (“arvores de especies”)
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(MCCORMACK et al.,, 2013) e, de fato, ja tenham sido submetidos a abordagens de
concatenagdo (EMERSON et al., 2010; MERZ et al., 2013), atualmente esses marcadores sao
utilizados para contornar a classica construcdo de arvores de genes e, em vez disso, estimam
diretamente a arvore de espécies (BRYANT et al., 2012; CHIFMAN; KUBATKO, 2014).
Essas duas abordagens podem, por vezes, exigir diferentes conjuntos de analises, sendo
possivel que, a0 menos nos primeiros anos, o conjunto de ferramentas para SNPs ligados,
como os obtidos a partir dos UCEs, seja ainda mais completo que o disponivel para analise de
SNPs ndo ligados (familia RADseq).

A despeito deste fato, as abordagens baseadas em RADseq tem se tornado amplamente
mais populares do que aquelas utilizando elementos ultraconservados e tem alcangando
resultados expressivos do ponto de vista filogeografico (EDWARDS; SHULTZ,
CAMPBELL-STATON, 2015). A rapida comparacdo entre os ultimos oito anos (Figura 3.6)
mostra uma expressiva diferenca entre 0 nimero de estudos utilizando RADseq em relacéo
aqueles utilizando UCE, tanto de forma independente, quanto integrado a estudos
filogeogréficos.

1000 ' —e—"RADSeq"
"RADSeq" AND "Phylogeography"
—&"UCE"
800  —e—"Ultraconserved Elements"
—+—"Ultraconserved Elements" OR "UCE" AND "Phylogeography"

600

400

200

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018

Figura 3.6 Evolucdo das principais tecnologias NGS e seu uso na Filogeografia. Os dados apresentados sdo
resultado de uma busca simples no indexador GoogleScholar compreendendo aos termos descritos na legenda.
*Estimativas ndo incluem abordagens relacionadas e derivacfes do RADseq, como ddRADseq, GBS, entre
outras (veja DAVEY et al., 2011). **Dados para 2018 foram projetados a partir dos dados indexados até
28/02/2018.

Harvey et al. (2016) compararam recentemente o poder de resolucéo filogeogréafico de
conjuntos de dados variando em numero e comprimento de locos analisados para estimar
parametros demograficos (tamanho efetivo populacional, tempo de divergéncia, taxa de
migracdo) de um passaro neotropical com importantes rupturas filogeograficas. Estes autores

demonstraram que o aumento do numero de locos até 5000 proporcionou um aumento de
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resolucdo da historia demogréafica das linhagens, mas que o aumento do nimero de locos alem
desse ponto gerou ganhos minimos. Além disso, eles descobriram que o0 aumento do nimero
de locos maiores do que 500 pb ndo produziu ganhos na resolucdo de parametros focais em
seu estudo.

Este estudo sugere, portanto, que os numeros de locos revelados por métodos de
subamostragem do genoma, como RADseq, provavelmente serdo adequados para a resolucéo
da historia de populagdes em uma variedade de escalas. Estudos empiricos utilizando RADseq
obtém em média de 2000-30000 SNPs, apresentando resultados bastante satisfatérios a
medida em que revelam linhagens filogeogréaficas até entdo ndo conhecidas para organismos
ja estudados com outras ferramentas (EDWARDS; SHULTZ; CAMPBELL-STATON, 2015).
Deste modo, é provavel que os métodos de subamostragem gendmica baseadas em enzimas
de restricdo, como RADseq, finalmente proporcionem o nivel adequado de detalhes

gendmicos para a expansédo do futuro da Filogeografia.

3.1.2.3 NGS e Subamostragem Genomica

Até aqui discutiu-se a influéncia e o potencial do sequenciamento paralelo massivo
(ou NGS) para o desenvolvimento de estudos Filogeogréaficos. Devido ao carater recente desta
tecnologia e o grande nimero de possibilidades relacionadas, uma quantidade extremamente
grande de metodologias foi desenvolvida nos ultimos anos (DAVEY et al., 2011; HARVEY
et al., 2016). Como visto anteriormente, essas abordagens podem ser classificadas em duas
diferentes categorias: as que se concentram em subamostragem aleatoria do genoma (genome-
wide methods; ex. RADseq) e as que filtram regiGes estratégicas do genoma (genomic
capture; ex. UCEs, transcriptomas, entre outras). Uma vez que esta segunda familia de
métodos ndo é alvo do presente estudo, suas variagcdes ndo serdo abordadas, mas boas revisées
podem ser encontradas em McComark et al. (2013), Edwards et al. (2015) e Harvey et al.
(2016).

Ja no que tange a primeira familia de métodos, a subamostragem gendmica, 0S
métodos baseados em enzimas de restri¢cdo (daqui em diante RAD-like) sdo uma das principais
ferramentas do NGS para estudos populacionais e filogeograficos (REE; HIPP, 2015). Os
métodos RAD-like possuem a caracteristica comum de tentar reduzir a proporcdo de genoma
sequenciado, uma vez que muitas questdes bioldgicas podem ser respondidas com a analise de
apenas parte de todo o polimorfismo gendmico (DAVEY et al., 2011; MCCORMACK et al.,
2013; REE; HIPP, 2015). De maneira geral, todos os métodos envolvem 0s seguintes passos
principais: a digestdo de multiplas amostras de DNA gendmico (de individuos ou populacdes)
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com uma ou mais enzimas de restricdo; uma selecdo ou redugdo dos fragmentos de restricéo
resultantes; e sequenciamento via NGS do conjunto final de fragmentos, que deve ter menos
de 1000 pb de tamanho (devido aos limites de comprimento de leitura das plataformas NGS
atuais) (DAVEY; BLAXTER, 2010; DAVEY et al., 2011; ELSHIRE et al.,, 2011;
MCCORMACK et al., 2013). Os polimorfismos nos fragmentos sequenciados resultantes
podem ser usados como marcadores genéticos.

Por outro lado, as abordagens RAD-like diferem umas das outras em varias etapas,
embora muitas das diferencas (como a escolha da plataforma de sequenciamento) ndo sdo
fundamentais para os métodos. Basicamente, esses métodos podem ser agrupados em trés
classes: “Sequenciamento de Representacdo Reduzida”, incluindo bibliotecas de
representacdo reduzida (Reduced Representation Libraries - RRL) e reducdo de complexidade
de sequéncias polimorficas (Complexity Reduction of Polymorphic Sequences - CRoPS); uma
segunda classe generalizada no método “RADseq”; e por fim, uma terceira classe definida
como “Genotipagem de Baixa Cobertura”, incluindo Genotipagem de Shotgun Multiplexada
(Multiplexed Shotgun Genotyping - MSG) e Genotipagem por Sequenciamento (Genotyping
by Sequencing - GBS) (DAVEY et al., 2011).

A grosso modo, a primeira classe destes marcadores tem como principal caracteristica
0 sequenciamento de varias amostras de DNA em um Unico pool, no qual as variantes
populacionais sdo definidas, mas nenhuma identificacdo de individuo é associada. Esse tipo
de técnica foi empregada para a construcdo de mapas de SNPs em espécies modelos como,
humanos, milho, soja, truta arco-iris, dentre outros (DAVEY et al., 2011; LAFRAMBOISE,
2009). A diferenca basica estre as técnicas da primeira classe, RRL e CROPS, é que a primeira
é baseada apenas em restricdo, funcionando como o sequenciamento de RFLP® e o segundo
passa por uma amplificacdo seletiva via PCR, funcionando como o sequenciamento de AFLP*
(DAVEY et al., 2011). CRoPs também foi o primeiro método a associar sequéncias barcode
ou identificadores demultiplexagdo (MID, plataformas Roche SOLID) para individualizar as
diferentes amostras e recuperar suas respectivas sequéncias bioinformaticamente, o que
também poderia ser feito no RRL, mas necessitaria de uma sele¢do de tamanho individual

antes da adaptacdo dos barcodes.

! Para uma revisao criteriosa sobre esta classe de marcadores moleculares veja Arif e Khan (2009).

2 Devido a ambiguidade da abreviacdo dos nomes dos géneros da tribo Euglossini, usar-se-4 0s
acronimos El., Ef., Eg., EX., para se referir respectivamente a Eulaema, Eufriesia, Euglossa e Exaerete onde o
uso do padrdo internacional ndo for suficientemente explicito.

* O termo “Protoeuglossini” é aqui utilizado para referir-se a linhagens dos euglossineos antes da
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Embora essa primeira classe seja eficiente para mapear e analisar variagbes quando ha
genomas de referéncia (DAVEY et al., 2011), na auséncia destes, faz-se necessério utilizar
plataformas que consigam reads mais longos possiveis para 0 uso de montagem De novo. Em
detrimento ao comprimento dos reads perde-se relativa informacéo de cobertura do genoma e
profundidade dos reads, uma vez que a quantidade de informagéo paralela gerada neste tipo
de andlise é finita. Estas dificuldades aliadas a grande quantidade de trabalho envolvido para a
preparacdo das amostras dificultam o emprego das técnicas do primeiro grupo em organismos
sem a existéncia de genomas de referéncia.

Visando superar algumas dessas deficiéncias, Davey e Blaxter (2010) descreveram o
Sequenciamento de DNA Associado a sitios de Restricdo (RADseq; ja anteriormente
utilizados em micro-arrays), adicionando indices barcodes para cada amostra antes da selecédo
de tamanho, o que possibilita a execucdo dos demais passos apés a formacdo do pool de
amostras, e ndo mais individualmente, amostra a amostra. Um outro detalhe interessante é que
o0 método RADseq sequéncia todos os trechos curtos flanqueando os sitios de restricdo. Para
tanto as sequéncias restringidas sdo aleatoriamente fragmentadas para atingir tamanhos
sequenciaveis pela plataforma (~250 pb), em seguida uma série de adaptadores sdo ligados
com o objetivo de garantir que todos o0s sitios de restricdo recebam ao menos um adaptador da
plataforma o qual ja esta associado a uma sequéncia de identificacdo (barcode) (DAVEY;
BLAXTER, 2010). Deste ponto em diante as amostras sdo reunidas em um unico pool, o qual
é submetido a uma PCR seletiva para enriquecimento da biblioteca apenas com os trechos que
tenham recebido os adaptadores.

Esta técnica traz consideravel simplificacdo do ponto de vista pratico, porém varios
cuidados devem ser tomados para garantir que ndo haja interacdes indesejadas entre
adaptadores, primers e sequéncias barcode. Além disso, ainda que mais simples do que as
técnicas de reducdo de complexidade do genoma tradicionais, o0 RADseq apresenta alguns
passos criticos de preparacdo laboratorial, além de maultiplas ligagdes que implica em aumento
de custos, bem como implica¢des para o sequenciamento relacionado a cobertura e nimero de
individuos passiveis de leitura em um Unico sequenciamento (DAVEY et al., 2011). Além
disso, devido a grande quantidade de informacgdo genémica captada pelo RADseq, algumas
espécies altamente diversas ou com grandes genomas, ou ainda as que envolvem
experimentos com grande nimero de individuos, necessitam de mais de uma leitura em uma
célula de fluxo para garantir uma profundidade adequada por loco (DAVEY et al., 2011,
ELSHIRE et al., 2011).
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Baseados nessas informagdes, Elshire et al. (2011) descreveram uma simplificacdo do
método de RADseq, 0 Genotyping by Sequencing (GBS). No trabalho de descricdo da técnica,
0s autores utilizaram uma enzima de restricdo sensivel a metilacdo para evitar zonas altamente
repetitivas do DNA, mas que principalmente dispensa algumas etapas do RADseq, tornando o
processo mais rapido e barato (ELSHIRE et al., 2011). Note que, ao contrario das demais
técnicas, o GBS restringe e liga adaptadores nos fragmentos gerados (como no RADseq),
porém descarta 0s processos de fragmentacdo aleatoria e a ligacdo de um segundo adaptador,
pulando diretamente para uma PCR seletiva a partir do pool de amostras, enriquecendo as

regides ligadas aos adaptadores (Figura 3.7).
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Figura 3.7 Métodos para a descoberta de marcadores de alto rendimento. A) Um exemplo de regido gendmica
contendo sitios de restricdo (vermelho). Uma amostra de DNA de cada um dos dois individuos (a amostra 1 é
azul escuro e a amostra 2 é azul claro) deve ser sequenciada. A amostra 2 tem uma variagdo no local de corte em
1.300 bases (seta cinza) e, portanto, este sitio ndo serd cortado. B) Protocolos para o desenvolvimento de
marcadores sequenciados. C) Os marcadores sequenciados estdo alinhados com o genoma de referéncia original.
RRL: qualquer um dos fragmentos (linhas grossas) ou fragmentos inteiros (linhas finas) entre 300 e 700 pb sdo
sequenciados. Como o local em 1.300 bases ndo esta presente na amostra 2, o fragmento longo entre 700 e 2.000
bases é filtrado por selecdo de tamanho. RAD-seq: as regides a jusante de todos os fragmentos acima de 300
bases sdo sequenciadas, mas ndo o fragmento entre 150 e 350 bases. As linhas finas indicam a sequéncia que
seria coberta usando o sequenciamento bidirecional (pair-end). GBS: as linhas tracejadas representam regifes
que seriam filtradas durante a amplificacdo, mas poderiam ser imputadas usando, por exemplo, o algoritmo
“multiplexed shotgun genotiping hidden Markov model ”. Os fragmentos curtos entre 150 e 350 bases sera
sequenciado.
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Ao contrario do RADseq, o protocolo de GBS néo objetiva sequenciar todos as areas
flanqueadoras dos sitios de restricdo, mas apenas uma parte deles sem a necessidade de repetir
profundamente um loco. O GBS baseia-se na repeticdo dos locos entre os individuos de varias
populacdes para criar “mapas” genéticos de cada sitio de restricdo, de modo que, mesmo sem
genomas de referéncia é possivel criar combinacdes homologas com seguranca. Esta
abordagem permite uma facilidade muito grande e reducdo de custos significativos para
acessar informacGes do genoma de espécies ndo-modelos, ou sem mapa de referéncia.

Em resumo (Figura 3.7-B), todos os métodos de subamostragem genémica para o
desenvolvimento de marcadores, comecam com uma digestdo enzimatica. No RRL (Figura
3.7, painéis esquerdos), os fragmentos de todas as amostras sdo agrupados e selecionados para
tamanhos entre 300-700 pb. Os fragmentos sdo ligados a adaptadores padrdo de
sequenciamento (quadrados cinza) e sequenciados. Neste caso simples, apenas as
extremidades dos fragmentos serdo sequenciadas, mas o protocolo pode ser modificado para
sequenciar fragmentos inteiros. J4 no RADseq (Figura 3.7-B; painéis médios), os fragmentos
sdo ligados a adaptadores P1 (Figura 3.7, amarelo para a amostra 1, roxo para a amostra 2),
sdo cortados aleatoriamente e selecionados para tamanhos entre 300-700 pb. Os adaptadores
P2 com extremidades ndo complementares (cinza, em forma de Y) s&o ligados aos fragmentos
com e sem adaptadores P1. Entdo, os fragmentos sdo amplificados por PCR com primers
especificos de P1 e P2. O adaptador P2 € completado quando fragmentos contendo
adaptadores P1 sdo amplificados via primer P1, e o primer P2 apenas se liga aos adaptadores
P2 completos (quadrados cinza). Isso significa que apenas fragmentos com adaptadores P1 e
P2 (os fragmentos que contém sitios de restricdo) sdo amplificados. Por fim, no GBS (Figura
3.7-B; painéis a direita), adaptadores de identificacdo “barcode” (amarelo) e adaptadores da
plataforma de sequenciamento (cinza) sdo ligados a fragmentos restringidos, produzindo
fragmentos com barcode + adaptador. As amostras sao agrupadas e amplificadas na célula de
fluxo de um sequenciador Illumina Genome Analyzer, onde somente pequenas amostras com
a combinacdo barcode + adaptador serdo amplificadas para sequenciamento.

Obviamente a utilizagdo destas técnicas depende da capacidade de acomodar e
explorar estes dados em estratégias de agrupamento e demultiplexacdo que recuperem 0s
dados individualizados. Além disso, sdo necessarias estratégias de bioinformética que se
adequem a disponibilidade ou ndo de genomas de referéncia. Neste sentido, duas abordagens
sdo possiveis: alinhamento a um genoma de referéncia ou assembling ou montagem De novo.
Estas abordagens, bem como os principais frameworks disponiveis para analise de dados de

marcadores amplamente distribuidos pelo genoma via NGS séo apresentados a seguir.
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3.1.2.4 Estratégias para exploracao de dados NGS

De fato, as estratégias para analise dos dados gerados via NGS séo inumeras e as
préximas paginas se concentrardo apenas nas principais estratégias disponiveis para a analise
de dados de marcadores amplamente distribuidos pelo genoma, a exemplo dos apresentados
no topico anterior. Como dito anteriormente, o desafio dos dados gerados via tecnologia NGS
é reorganizar os dados da forma original, tanto associando as respectivas amostras de origem
e regides do genoma. Felizmente, a capacidade computacional para executar métodos para tal
tarefa tém sido amplamente explorados. Pipelines como TASSEL-GBS, Stacks, UNEAK,
IGTS e Fast-GBS sdo sem duvida as mais amplamente utilizadas para anélise envolvendo
GBS e tem incorporado modelos cada vez mais sofisticados para a recuperacao integral dos
dados gerados por essas tecnologias.

Uma estratégia para analise de dados de GBS deve conter etapas para filtrar leituras
de baixa qualidade, classificar leituras por grupo ou individuos com base nas sequéncias
barcode, identificar locos e alelos via abordagem De novo ou alinhado a um genoma de
referéncia, e muitas vezes, definir os genotipos para cada individuo incluido no estudo
(TORKAMANEH; LAROCHE; BELZILE, 2016). Quando um genoma de referéncia esta
disponivel, as leituras de GBS podem ser mapeadas com base em um genoma de referéncia e
0s SNPs podem ser chamados como nos projetos de whole-genome resequencing
(MCCORMACK et al., 2013), as quais sdo possiveis por softwares como TASSEL-GBS vl e
v2 (BRADBURY et al., 2007; LU et al., 2012), Stacks (CATCHEN et al., 2013), IGST e
Fast-GBS (TORKAMANEH; LAROCHE; BELZILE, 2016). Na auséncia de um genoma de
referéncia, € necessario identificar pares de reads quase idénticos (presumidas para
representar alelos alternativos de um loco). As pipelines mais utilizadas para essa abordagem
baseada em De novo sdo UNEAK e Stacks.

O uso de um genoma de referéncia é preferencial para este tipo de analise, uma vez
que fornece importantes informacdes sobre a ligacdo fisica entre os locos, bem como
informacdes sobre sua funcionalidade putativa. No entanto, nem sempre ha genomas de
referéncia disponivel. Tomando como exemplo o caso dos euglossineos, existe um genoma
para Euglossa dilemma (BRAND et al., 2017), porém o uso de genomas heterélogos como
referéncia negligéncia a possibilidade de alteracfes evolutivas ao longo do genoma, bem
como alteragdes cromossomicas, como por exemplo, inversdes, quebras e duplicacdes
cromossomicas. O uso de genomas de referéncia é ainda dificultado (embora néo

impossibilitado) quando ndo ha descricdo fisica dos scaffolds formados, como no caso de E.
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dilemma. Deste modo, os dados ndo dizem muito sobre equilibrio de ligacdo a ndo ser entre
SNPs dentro do mesmo scaffold, embora sejam muito Uteis do ponto de vista funcional e para
a descoberta de SNPs. Um ultimo ponto que cabe consideracdo é sobre a distancia
filogenética entre os taxons, uma vez que mesmo dentro do proprio género, espécies com um
longo tempo de divergéncia podem néo ter um alto percentual de sobreposi¢do de genomas.
Nestes casos, ha a possibilidade de restringir a anélise apenas ao conjunto de dados
gerados para a espécie alvo do estudo, utilizando uma estratégia de realinhamento,
denominada De novo. Esta metodologia busca sequéncias idénticas ou quase idénticas
primeiro entre as sequéncias de um individuo e depois comparando-as entre diferentes
individuos seguindo critérios especificos de demarcacdo de locos e variagdes alélicas
(TORKAMANEH; BOYLE; BELZILE, 2018). Devido a natureza recursiva dos dados de
NGS e GBS, abordagens dessa natureza tem o potencial de gerar centenas de milhares de
locos que podem ser utilizados para comparacdo de SNPs entre populactes (CATCHEN et al.,
2013; LU et al., 2012; TORKAMANEH; LAROCHE; BELZILE, 2016). Em ambos 0s casos
é possivel obter centenas de locos e SNPs, impossiveis de se obter em outras abordagens.
Uma vez que se tem a informacéo sobre a disponibilidade de genomas de referéncia, a
escolha de qual pipeline utilizar é critica e bastante dificil, muitas vezes atrelada a experiéncia
do pesquisador ou do laboratério em explorar cada uma das opcdes. Recentemente,
Torkamaneh, Laroche e Belzile (2016) comparando o desempenho entre diferentes pipelines
para os dois métodos disponiveis, “de referéncia” e “De novo”, concluiram que embora 0 uso
de genoma de referéncia resulte em um ndmero maior de SNPs (25.000 a 50.000) em
comparacao a estratégia De novo (13.000 a 25.000), a acuracia para ambos os métodos foi
maior que 95%, mesmo entre diferentes plataformas. Interessantemente, estes mesmos autores
identificaram que as pipelines TASSEL v2 e GBSFast sdo as mais robustas para analises com
genomas de referéncia, e TASSEL v2 e Stacks sdo as mais robustas para analises De novo.

Um esquema genérico de organizacdo dessas diferentes estratégias € resumido na Figura 3.8.
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Figura 3.8 Estratégia genérica para analise de dados gerados por métodos de reducdo de representagdo gendmica
(RRL, RADseq, GBS). Conjunto de milhdes de reads sdo demultiplexados e separados dos reads sem sinais de
sitios de restricdo. Em seguida, diferentes pipelines sdo assumidas dependendo da disponibilidade de genomas de
referéncia. Deste ponto em diante diversas pipelines criam catalogos de locos a partir de algumas amostras, para
entdo verificar a presenca destes locos em uma verificagdo cruzada contra todas as amostras do estudo. Os dados
dos locos sdo anotados em arquivos que guardem estas informacGes anotando loco, variante e localizacdo do
loco, como arquivos VCF e estes sdo analisados por diferentes programas.




45

E interessante notar que, independentemente dos passos especificos de cada uma das
pipelines adotadas, as estratégias sdo parecidas devido a natureza dos dados, se diferenciando
em relagdo a como os algoritmos buscam e determinam os locos e suas presencas nos
individuos em diferentes populacbes (TORKAMANEH; BOYLE; BELZILE, 2018). Um
outro aspecto bastante interessante é que mesmo que as pipelines encontrem quantidade de
locos diferentes, a sobreposicdo destes locos e principalmente a acurdcia sdo bastante
semelhantes entre si, além disso a proporcéo de locos encontradas € tdo grande em relacao aos
métodos tradicionais que a diferenca encontrada entre estas abordagens pode ndo significar
diferencas qualitativas nos bancos de dados (TORKAMANEH; LAROCHE; BELZILE,
2016).

Infelizmente, é impossivel eleger uma Unica pipeline que seja igualmente adequada a
todas as situacdes, e neste ponto é importante que as pipelines oferecam a oportunidade de
alterar os parametros do processo de chamada de SNPs. Contudo, nem todas as pipelines séo
igualmente “transparentes” ou, em outras palavras, oferecem a mesma oportunidade de serem
alteradas. Se por um lado, UNEAK e TASSEL-GBS oferecem um desempenho muito bom
(TORKAMANEH; LAROCHE; BELZILE, 2016), as mesmas dependem de ferramentas ou
algoritmos construidos de forma que os usuarios ndo podem alterar facilmente (por exemplo,
para demultiplexacdo e chamada de SNPs). Além disso, os arquivos de dados intermediarios
nem sempre sdo facilmente acessiveis e isso torna mais dificil investigar problemas
especificos (LU et al., 2012). Por outro lado, IGST e Fast-GBS tornam facil a alteracdo de
parametros com arquivos intermediarios facilmente acessiveis, porém oferecem uma
dificuldade metodol6gica extensa para usuarios iniciantes ou para banco de dados muito
grandes. Entre essas duas opcOes esta a pipeline Stacks, a qual, aparentemente oferece um
nivel intermediario de “transparéncia” e acesso aos parametros de demultiplexagdo e chamada
de SNPs.

Uma vez que o usuario obtém uma matriz de dados consistente, as analises seguem de
acordo com o objetivo do projeto, possibilitando desde acessos a indices de estruturagdo
populacional, como Fst, Gst, Rst, Oou andlises filogenéticas de construcdo de arvores de
espécies como 0 RAXML. Detalhes destes métodos sdo descritos na se¢do: 3.3.2 Analises em

Geneética de Populagdes e Filogeografia.
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3.2 FORMACAO E BIOGEOGRAFIA DA AMERICA DO SUL: ASPECTOS GERAIS

Considerando que a Filogeografia trata da distribui¢do de linhagens genéticas ao longo
do tempo e espaco geografico e que, nas palavras de Léon Croizat: “...a Vida e a Terra
evoluem juntas...”, quaisquer consideracdes sobre a evolugdo da forma, sem considerar a
evolucdo do proprio espaco ao longo do tempo estaria incompleta (CROIZAT, 1964). Deste
modo, ainda que de forma um tanto rudimentar, as proximas paginas se ocupardo em
descrever os principais eventos geologicos que formaram a paisagem atual na América do
Sul, com algumas consideragdes para a América Central, tendo como ponto de partida 0s
ultimos 250 milhGes de anos, com énfase em acontecimentos a partir de 80 e 40 milhGes de
anos até o presente, quando estima-se ter ocorrido a divergéncia da linhagem dos euglossineos
em relacdo as demais abelhas corbiculadas (veja a sessao 3.4.3 Aspectos Biogeograficos).

A historia geoldgica da América do Sul é marcada por maltiplos eventos tectonicos e
climéticos, transgressdes e regressdes marinhas as quais moldaram a diversidade biolégica
nos Ultimos milhdes de anos. Neste conjunto de eventos, a separacdo da Pangeia e Gondwana
(220-110 Ma a. p.), o derramamento basaltico ao longo do escudo cristalino brasileiro (~140
Ma a. p.), 0 soerguimento dos Andes (~12 Ma a. p.), as transgressdes marinhas do Mioceno
(~15 Ma a. p.) e as Glaciagdes do Pleistoceno (2.8 Ma a. p.), tém especial importancia do
ponto de vista biolégico e biogeografico (LAVINA; FAUTH, 2016). Além disso, trés
extincdes em massa (>75% das espécies) marcam os Ultimos 250 Ma do planeta e da América
do Sul, das quais a mais recente (~66 Ma a. p.) provocou a extin¢do de grande parte da fauna,
como dinossauros e outros animais de grande porte, bem como a flora do periodo Cretaceo
(JABLONSKI, 1994). Apos a ultima grande extingdo em massa, outras extingdes de menores
proporcdes ocorreram afetando taxons de forma mais seletiva, como o maximo termal do
Eoceno (55 Ma a. p., ~50% da microfauna marinha) e a extingdo dos mamiferos gigantes ja
no periodo Quaternario na época Holoceno, 10 Ka a. p. (JABLONSKI, 1994). A sucesséo de
eras, periodos, épocas, bem como seus eventos biologicos associados estdo resumidos na

Figura 3.9.
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Figura 3.9 Escala de Tempo Geoldgico e evolucdo paleogeogréfica, climatica e alteragdes no nivel do mar ao
longo dos dltimos 250Ma. Estrelas demarcam momentos importantes de diversificacdo dos euglossineos. *Q
(Quaternario) e Holoceno foram graficamente aumentados para favorecer a legibilidade. **Periodo Terciario é
uma nomenclatura em desuso de acordo com a Sociedade Americana de Estratigrafia, mas foi mantido para fins
de comparagdo devido sua frequente presenca em textos e livros-base. Adaptada de Lavina e Fauth (2016).
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3.2.1 O Mesozoico na América do Sul

A Era Mesozoica compreende trés periodos bastante longos da historia da Terra:
Triassico, Jurassico e Cretaceo, compreendidos entre 250 e 66 Ma a. p., demarcados pelos
dois ultimos grandes eventos de extingdo em massa do planeta. Ao longo desta era a América
do Sul sofreu intensas modificagdes separando-se do continente africano e sofrendo,
principalmente, modificacbes na paisagem devido a transgressbes marinhas, eventos
orogénicos e vulcanismos. Durante a Era Mesozoica, intensos movimentos tectdnicos
aconteceram, posicionando a América do Sul e América Central praticamente nas latitudes e
longitudes atuais, além disso, intensos tectonismos sdo registrados para esta era ao longo de
periodos de climas quentes sem registros de grandes GlaciacGes (LAVINA; FAUTH, 2016).

Do ponto de vista geomorfologico, a histéria da América do Sul como continente
isolado, se inicia com a divisdo do ultimo supercontinente, a Pangeia, em Laurasia e
Gondwana, separagdo iniciada a cerca de 220 Ma a. p. e finalizada entre 110 e 90 Ma a. p.
(LAVINA; FAUTH, 2016). Este é um ponto critico na formagdo da costa brasileira, com
soerguimentos macrodémicos (ascensdo de Magma do manto; hot spots) que provocaram a
elevacdo das costas brasileira e africana, e 0 consequente rebaixamento de &reas mais ao
interior do continente (ORTIZ-JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006). A deriva entre 0s dois
continentes causou o0 rebaixamento de terras na area da atual dorsal Meso-Atlantica,
possibilitando a transgressdo oceénica entre as bordas dos dois novos continentes, seguida por
um extravasamento gradual de lava que aumentou novamente a espessura da crosta formando
a dorsal Meso-Atlantica (COX, 1989).

A Era Mesozoica foi marcada por mdaltiplos soerguimentos macrodémicos que
formaram domos de magma, que por sua vez influenciaram o soerguimento das serras do Mar
e de Minas Gerais, bem como a formacdo do Aquifero Guarani (BAKER, 1923; COX, 1989;
LAVINA; FAUTH, 2016). Estes soerguimentos estdo intrinsicamente relacionados com um
dos maiores eventos vulcénicos da historia do planeta, que aconteceu antes da separacao total
entre América do Sul e Africa, entre 137 e 127 Ma a. p. (LAVINA; FAUTH, 2016). O
vulcanismo na bacia sedimentar do Parand é corroborado pela similaridade das rochas
basélticas magmaticas ao longo dos estados de Mato Grosso do Sul, Goias, S&o Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, bem como no Paraguai, Bolivia e Uruguai, a qual aponta
um gigantesco derramamento de magma ao longo da Bacia do Rio Parana. Este evento foi
responsavel por modificar drasticamente a paisagem do Centro Oeste da entdo Gondwana,
atual Sudeste da América do Sul (BAKER, 1923; LAVINA; FAUTH, 2016). Embora nédo
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haja descricdes diretas da relacdo biogeogréfica entre organismos e o vulcanismo da bacia do
Rio Parana, é evidente que as condi¢des de solo modificadas pelos derramamentos basalticos
mesozoicos foram e sdo fundamentais para a determinacdo das fitofisionomias e fauna
associada.

Em seguida, (~80 Ma a. p.) as altas temperaturas do planeta promovem a maior
transgressdo marinha da Era Cenozoica, a qual alcangou 250 m acima do nivel atual (ORTIZ-
JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006). Interessantemente, analises moleculares indicam que na
época, no Cretaceo Superior, a linhagem do “Protoeuglossini” (3.4 As Abelhas das
Orquideas) divergia dos demais corbiculados (BRANSTETTER et al., 2017), indicando uma

possivel relacdo entre estes eventos.

3.2.2 A Era Cenozoica na América do Sul

A exemplo da Era Mesozoica, a Era Cenozoica é subdividida em trés periodos:
Paleogeno, Neogeno e Quaternario; compreendendo o espaco de tempo entre a Gltima grande
extincdo em massa do planeta ha 65 Ma a. p. e o periodo atual (COHEN et al., 2014). Essa
Era representa o intervalo de tempo mais representativo sobre a histéria bioldgica da América
do Sul, moldando diretamente a diversidade atual.

Conforme € ilustrado na na Figura 3.9, o periodo Paleogeno é dividido em trés
Epocas: Paleoceno, Eoceno, Oligoceno. Foi exatamente ao longo deste primeiro periodo do
Cenozoico que o planeta experienciou uma ampla variacdo térmica saindo “do 6timo” termal
do Eoceno (Paleogeno médio, 55-33,7 Ma a. p.) para as grandes glaciaces do Pleistoceno
(Quaternério inferior).

Durante o Paleogeno dois eventos de interesse particular ao estudo de Euglossini
merecem destaque: i) o Eoceno Superior (~40-38 Ma a. p.), época que inclui 0s primeiros
indicios de soerguimento dos Andes (LAVINA; FAUTH, 2016), é estimado como o limite
inferior para a coalescéncia dos géneros de Euglossini (RAMIREZ et al., 2010a); ii) no final
do Oligoceno (33,7-23,8 Ma a. p.), tltima época do periodo Paleogeno (COHEN et al., 2014),
e inicio do Mioceno (25-20 Ma a. p.), primeira época do periodo Neogeno (Figura 3.9), a
conexdo entre América do Norte e América do Sul via Istmo do Panama poderia estar
presente presente (BACON et al.,, 2015); tal fato é particularmente interessante ao
entendimento da Filogeografia dos Euglossini, pois indicam a possibilidade de troca
faunistica entre América do Sul e Central em linha com os fosseis Dominicanos (ENGEL,
1999; POINAR, 1998). Ao fim do Oligoceno, se inicia um novo periodo, o Neogeno,

subdividido em Mioceno e Plioceno (Figura 3.9).
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O Mioceno € a ultima grande época em termos de tempo geoldgico se estendendo
entre 23,8 e 5,3 Ma (COHEN et al., 2014), quando os Andes assumiram praticamente a forma
atual e importantes transgressdes marinhas foram registradas em sua por¢do média, cerca de
12,5 Ma a. p. (LAVINA; FAUTH, 2016). A subduccdo de Nazca sob a Placa Americana ao
longo da porcdo superior do Mioceno gerou, além do soerguimento dos Andes, uma
importante atividade vulcénica e um respectivo aquecimento atmosférico até o “6timo
climatico do Mioceno”, que por sua vez, provocou o0 afinamento das calotas polares elevando
0s niveis dos mares em até 100 m acima do nivel atual (YOU et al., 2009). Essas elevacdes
provocaram um cenario de transgressdes marinhas registradas ao menos trés vezes a partir de
17 Ma a. p., representados na Figura 3.10. A porcdo final do Mioceno é marcada por um
resfriamento gradual, com indicios de glaciacdo a cerca de 7 Ma provocando a regressdo dos

niveis oceanicos.

Regido Neotropical — Médio América do Sul — Médio Mioceno (~12 Ma ap.):
Mioceno (~15Ma ap.) 5 I .. Cenario de introgress&o marinha

B verras emersas
- 0 200400600800

Figura 3.10 Transicdo entre os cendrios de transgressdes marinhas ao longo do Médio Mioceno e Mioceno
Tardio. A esquerda um cenario intermediério com leve introgressio marinha Pacifica e Atlantica, 17-15 Ma a. p.
(SCOTESE, 2001). A direita um cenario de forte introgressdo marinha Pacifica e Atlantica, formando o “Mar
Paranaense” (ORTIZ-JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006).

O Plioceno (5,3-2,6 Ma) é a tltima época do periodo Neogeno, precedendo o periodo
Quaternério (COHEN et al., 2014). Ao longo desta época a situacdo geoldgica da América do
Sul ja se encontrava bastante definida com predominio de planicies onde haviam os grandes
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mares continentais. Na porc¢éo final do Plioceno, os Andes alcangaram altitudes nas porcoes
média e sul das cordilheiras que bloquearam o0s ventos para o interior do continente criando
zonas aridas, influenciando a definicdo do deserto do Atacama (ORTIZ-JAUREGUIZAR;
CLADERA, 2006). Esta época é marcada pelo fechamento definitivo do Istmo do Panama na
forma com a qual se conhece hoje. Vale ressaltar aqui que, embora dados apontem conexdes
Miocénicas entre América Central e América do Sul, é plausivel que em varios momentos de
aquecimento e elevacdo oceénica essas conexdes intermitentes tenham se perdido (ODEA et
al., 2016). Este fato é corroborado por padrdes biogeograficos de peixes caribenhos e
principalmente pela troca faunistica entre as Américas conhecida como Grande Intercambio
Americano (BACON et al., 2016). Para os Euglossini este periodo representa a reconexdo
definitiva entre areas e a possibilidade de expansdo distribucional tanto para espécies
amazonicas quanto centro-americanas. Ortiz-Jaureguizar e Cladera (2006) apontam um
segundo ponto interessante em relagdo ao fechamento do Istmo do Panama. Em decorréncia
deste evento, houve a interrupcdo do fluxo da corrente Atlantico-Pacifico, a qual possibilitou
a formacdo da calota polar artica; ao mesmo tempo, a corrente polar antartica torna-se
definitiva no hemisfério sul. Juntas, as circulacbes marinhas artica e antartica, causariam um

efeito de arrefecimento dos polos e um decorrente resfriamento global.

3.2.3 O Quaternario e as flutuac6es climaticas

O Quaternario (2,56 Ma a. p. até o presente) corresponde ao periodo geolégico mais
recente da historia da Terra, comumente dividido em duas épocas: Pleistoceno (2,56 Ma a 11
Ka) e Holoceno (11 Ka até o presente) (COHEN et al., 2014). Diferentemente dos periodos
anteriores, o Quaternario tem uma duragéo bastante curta do ponto de vista geologico e nédo
apresenta grandes eventos orogénicos, mas com certeza apresenta uma extraordinaria
dindmica de paisagens. A importancia destes eventos de flutuacdo climatica é t&o significativa
para os padrdes filogeograficos, que serd dada uma atencao especial a origem e consequéncia
destes eventos nos proximos paragrafos.

Interessantemente, até o fim do Neogeno (periodo anterior), os registros geoldgicos e
bioldgicos encontrados apontavam a existéncia de longos intervalos de tempo com relativa
uniformidade climética, salvo exce¢des pontuais altamente perturbadoras, mas com curta
duracdo em tempo geologico (ORTIZ-JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006). No entanto, as
mudancas climéticas ao longo do Quaternario apresentaram, além de maior amplitude, uma
frequéncia consideravelmente maior (COMES; KADEREIT, 1998; SUGUIO; SALLUN;

SOARES, 2005). Apenas nos ultimos 760 Ka, ciclos glaciais aconteceram ao menos oito
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vezes (FARMER; COOK, 2013). Estudos apontam que as mudangas climéticas do
Quaternério foram responsaveis por multiplas expansdes e retracfes de areas de distribuicéo
de taxons, comunidades e biomas (BEHLING, 1998; FRANTINE-SILVA et al., 2017;
GRAZZIOTIN et al., 2006; MALDONADO-COELHO, 2012; ORTIZ-JAUREGUIZAR;
CLADERA, 2006; RULL, 2011).

Considerando as médias de temperatura, todo o Quaternario pode ser considerado uma
grande era glacial, apresentando amplitude térmica de 8°C. Este aspecto fica bastante evidente
se comparado com o maximo termal do Paleoceno-Eoceno (média térmica ~8°C maior do que
0 presente) ou com o Cretdceo (15°C mais quente do que o presente), principalmente
considerando que o Holoceno é a época mais quente de todo o Quaternario (FARMER;
COOK, 2013).

O Quaternario apresenta registros de varios ciclos glaciais, inicialmente a cada 41 Ka,
mas que se tornaram mais esparsos nos ultimos 800 Ka, ocorrendo a cada 100 Ka (FARMER,;
COOK, 2013). Durante este periodo (~760 Ka a. p. até o presente), oito ciclos glaciares
ocorreram (AUGUSTIN et al., 2004) nos quais a calota polar artica esteve sempre presente, a
exemplo de todo o Quaternario (FARMER; COOK, 2013). Atualmente o planeta se encontra
em uma fase interglacial, que demarca o inicio da época Holoceno a 11 Ka a. p. O ultimo
periodo interglacial antes do Holoceno foi & cerca de 130 Ka a. p. (EHLERS; GIBBARD;
HUGHES, 2018). As causas dos periodos glaciares sdo ainda especulativas, mas é provavel
gue um conjunto de fatores tenha atuado para criar ciclos periodicos de resfriamento, dos
quais ganham destaque os ciclos astrondmicos, efeito estufa, dindmica tectdnica e correntes
marinhas (FARMER; COOK, 2013).

O Pleistoceno (2,6 Ma a 11Ka) é a primeira época do Periodo Quaternério (2,56 Ma
até o presente), concentrando toda instabilidade climatica associada a este periodo. Ao longo
do Pleistoceno, dois principais fatores afetaram as faunas sul-americanas. O primeiro foram as
glaciagdes que afetaram a fauna diretamente por meio das mudancas climaticas e ambientais,
além das mudancas no nivel do mar associadas (ORTIZ-JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006;
RUIZ PESSENDA et al., 2009; SERVANT et al., 1993). O segundo foi a chegada macica de
imigrantes norte-americanos provenientes do “Grande Intercambio Americano” (BACON et
al., 2016).

O avanco e recuo ciclicos das geleiras produziram uma expansao e retracdo de biomas
aridos (savanas, estepes) e Umidos (florestas tropicais e subtropicais) (ORTIZ-
JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006). Este padrdo permitiu oportunidades alternadas para

animais e plantas com diferentes afinidades a estes ambientes para explorar novos habitats, ao
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mesmo tempo que favoreceu altas taxas de extingdo como consequéncia da reducéo de areas
favoraveis (BARNOSKY et al., 2016). Ao mesmo tempo, a conexdo definitiva entre as
Ameéricas via Istmo do Panama possibilitou a troca de fauna entre continentes, principalmente
de faunas de vertebrados (ORTIZ-JAUREGUIZAR; CLADERA, 2006), as quais também
foram influenciados pelas variacbes do ambiente ao longo do ciclos glaciais (BACON et al.,
2016).

De modo geral, as glaciacdes ciclicas tiveram forte influéncia na fauna sul-americana.
A medida que as temperaturas caiam e as zonas aridas se expandiam a fauna das florestas
Umidas perdiam espaco podendo se isolar das demais éareas, levando a formulacdo de
hipoteses de “refagios florestais” (HAFFER, 1992) para abrigar a fauna associada a florestas
umidas ao longo dos maximos glaciais. Em contrapartida a retracdo das areas Umidas, novas
areas surgiram, por exemplo, a diminuicdo dos niveis marinhos levou a exposicao da
plataforma continental Atlantico-Brasileira, a qual possui apenas 200 metros de desnivel ao
longo de 100 km de comprimento (SOUZA, 1999). Alguns estudos apontam para a ocupagéo
desta plataforma por mamiferos de matas imidas ao longo do dltimo maximo glacial (21Ka a.
p.), demonstrando a ocupacdo destas areas por tais biotas (LEITE et al., 2016a).

Um resumo da evolucdo tectbnica e de paisagem da América do Sul e Central séo
apresentados na Figura 3.11. E possivel observar a drastica mudanca nos padroes espaciais ao
longo dos ultimos 250 Ma, o que da uma breve nocdo das modificacfes enfrentadas pela biota
ao longo deste periodo, com destaque para 0s movimentos de transgressao e regressao

marinhos.
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2 Figura 3.11 Evolucdo geoldgica da América do Sul e nivel do mar nos Gltimos 200 Ma a. p. *Limite inferior e **limite superior para o surgimento e diversificacdo dos
3 géneros de Euglossini (RAMIREZ et al., 2010). *** Considerando dados de (MONTES et al., 2015). Fonte: PALEOMAP Project (SCOTESE, 2001).
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As modificages ciclicas dos eventos glaciares se estenderam até 11Ka a. p., quando
sdo detectados os primeiros sinais de reaquecimento atmosférico, dando inicio a ultima época
do Periodo Quaternario, o Holoceno (época atual), que registra poucos eventos geoldgicos
importantes, além daqueles relacionados com o acumulo do CO, atmosférico e aqueles
causados pelo homem. De fato, a expansdo populacional da espécie humana, principalmente
nos ultimos 200 anos, causou uma modificagdo de paisagem que apenas 0s eventos mais
drésticos da historia geoldgica proporcionaram, comparaveis apenas aos eventos de extingéo
em massa da historia geoldgica da Terra. Estes efeitos sdo de tal amplitude que, é possivel que
no futuro ratifique-se a troca do periodo Holoceno pelo nome Antropoceno para referir-se a
era dos homens, com o0 marco da sexta extingdo em massa.

A despeito das modificagcbes humanas na paisagem ao longo do periodo recente, o
texto a seguir tem como foco apenas as modificacdes e efeitos das glaciacbes do Quaternario
sobre a biota e a resposta desta frente a essas alteraces, com base em algumas teorias e
padrGes observados nas florestas Umidas Americanas, especialmente no que se refere as

teorias derivadas da Hipdtese dos Reflgios de Haffer (1969) e suas contraposicoes.

3.2.4 Reflexos biogeograficos das Glacia¢gdes do Quaternario

Como ja destacado, as glacia¢cdes do Quaternério tiveram potencialmente uma grande
influéncia sobre a diversificacdo da fauna sul-americana. O carater ciclico das modificacfes
na paisagem propiciou multiplas oportunidades de expansédo de areas de distribui¢do seguidas
por eventos vicariantes cladogénicos nas linhagens de espécies e populacGes irmds. As
principais ideias e implicacdes destes cenarios sobre a biota da regido neotropical sdo
apresentadas abaixo com o intuito de contextualizar a situacdo das duas grandes florestas
tropicais americanas, Amazonia e Mata Atlantica, com viés nas implicagbes para 0s

Euglossini.

3.2.4.1 Teoria dos Refugios de Haffer

Em 1969, Jurgen Haffer, gedlogo e ornitélogo, apresentou uma teoria extremamente
elegante para explicar eventos de especiacdo a partir das mudancas climéticas ao longo das
glaciacdes. Haffer observou que as distribuicdes atuais de espécies de aves estreitamente
relacionadas, geralmente apresentavam intervalos adjacentes, mas nunca sobrepostos, ou seja,
distribuicOes parapatricas. Estas areas apresentavam certa previsibilidade nos padrdes de areas
de endemismo, 0s quais eram congruentes com os diferentes padrées pluviométricos

utilizados por Haffer para reconstruir as areas de reflgio. A partir dessas observacdes, Haffer
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deduziu que estas espécies deveriam ter passado por eventos vicariantes em algum momento
passado, reduzindo a conectividade entre as populacfes por tempo suficiente para provocar
especiacdo. A partir ainda dos dados paleocliméaticos que emergiam dos padrbes africanos a
época, Haffer inferiu que um periodo glacial seco (cerca de 100.000 a 20.000 anos atras)
poderia ter igualmente reduzido os indices pluviométricos na Amaz6nia, criando uma matriz

de areas secas com ilhas imidas ao longo da bacia amazénica (HAFFER, 1969).

550 450
[ 1

Figura 3.12 Distribuicdo dos Refligios Florestais de Haffer (1969). Pontilhados demarcam as areas Umidas; setas
indicam o sentido das possiveis migracdes a partir do centro-oeste brasileiro; areas em preto demarcam
elevacdes acima de 1000 metros; areas hachuradas e pontilhadas demarcam zonas de transgressdo marinha.
Reproduzido de Haffer (1969).

O refinamento do modelo de Haffer a época inspirou varios pesquisadores a utilizarem
os refagios como explicacdo para os padroes Amazonicos (BROWN; SHEPPARD;
TURNER, 1974; HAFFER, 1992, 2008; MAYLE, 2004; PENNINGTON; PRADO;
PENDRY, 2000). Contudo vérias criticas foram levantadas em relagdo a este modelo,
podendo ser resumidas em: 1) Matas de galeria ou matas intermediarias como corredores de
transicdo poderiam ter sido agentes conectores entre refugios, aumentando o fluxo génico e
diminuindo a diferenciagdo; (2) evidéncias geoldgicas apenas sugerem que houve mudangas

climéticas e de paisagem na AmazOnia, e ndo que essas mudangas realmente causassem
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especiacdo; (3) apenas as espécies ecologicamente bastante restritas foram afetadas, enquanto
que as populacdes de espécies ecologicamente mais flexiveis podem n&o ter sido efetivamente
isoladas nos refugios; (4) padrdes paleoplinoldgicos sugerem uma mata continua na regiao
amazonica (BUSH; OLIVEIRA, 2006). Embora Haffer (2008) tenha questionado alguns
destes pontos contrérios a Teoria dos Refugios, é de fato provavel que os padrées Amazonicos
tenham sido muito mais complexos ao longo tempo, e que as flutuagBes climéaticas do
Quaternario ndo tenham sido o principal fator de especiacdo na regido (BUSH; OLIVEIRA,
2006).

De fato, alguns padrfes biolégicos sugerem especiagdes pretéritas ao Pleistoceno e
nestes casos, rios, transgressdes marinhas e outros eventos geoldgicos parecem ser uma
explicacdo mais plausivel (para detalhes veja BUSH; OLIVEIRA, 2006). Existem varias
outras hipdteses para explicar a diversificacdo da fauna Amazénica, incluindo rios como
barreiras, eventos neotectdnicos, e mesmo uma hipdtese hibrida entre reflgio e rios como
barreiras formulada pelo proprio Haffer para explicar alguns padrbes destoantes do modelo
dos refagios (HAFFER, 2008). Finalmente, é provavel que muitas dessas hipdteses sejam
validas em algum nivel ou para algum grupo taxondémico, dada a complexidade e o longo

periodo em que esses taxons evoluem na regido Amazonica.

3.2.4.2 O modelo Carnaval-Moritz

A teoria dos Refugios de Haffer influenciou a maneira com a qual pesquisadores
olharam seus dados em florestas tropicais ao longo de décadas. Muito mais comum para
explicar padrdes em areas Amazonicas (BROWN; SHEPPARD; TURNER, 1974; HAFFER,
1992, 2008), por vezes este modelo foi aplicado de forma acritica gerando explicagdes
inconsistentes (BUSH; OLIVEIRA, 2006). Este cenario levou uma mudanca de paradigma, na
qual varios modelos foram explorados para explicar a ocorréncia destes padres (DA SILVA;
PINTO-DA-ROCHA; SOUZA, 2016).

Em 2008, Carnaval e Moritz utilizaram uma abordagem revolucionaria para testar a
existéncia de refugios Pleistocénicos na Mata Atlantica. Estes autores aplicaram técnicas de
Modelagem de Nicho Ecologico (frequentemente referido como Modelos de Distribuicdo de
Espécies) para estimar a provavel paleodistribuicdo de vérios tdxons ao longo da Mata
Atlantica. Ao sobrepor estes padrdes temporais, Carnaval e Moritz identificaram regides que
apareciam como adequaveis a presenca de florestas repetidamente ao longo de periodos
glaciais e interglaciais, os quais foram tratados como Reflgios Florestais (Figura 3.13;
CARNAVAL; MORITZ, 2008).
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Figura 3.13 Mapas de consenso de &reas historicamente estaveis para a Mata Atlantica sob defini¢des estrita
(stricto sensu) e ampla (lato sensu), estimando a auséncia/presenca de floresta sob cenarios climaticos atuais de 6
Ka e 21 Ka a. p. Linhas brancas demarcam os rios Sdo Francisco e Doce. A flecha indica o pequeno reflgio
previsto nos limites dos estados do Espirito Santo e do Rio de Janeiro. Refligios no interior da Atlantica em
Floresta Estacional Semidecidual também séo observaveis (meu comentério). Adaptado de Carnaval e Moritz
(2008).

Assim como na definicdo de Haffer (1969), os reflgios sensu (CARNAVAL;
MORITZ, 2008) seriam ilhas de vegetacdo que permaneceram estaveis ao longo das
glaciacdes onde as espécies adaptadas a tais condigcOes se abrigariam em periodos secos,
quando as condigdes climaticas seriam menos favoraveis e a vegetacdo xerofita expandiria
seus dominios. Carnaval e Moritz, identificaram ao menos duas grandes regifes que
mantiveram areas de florestas ao longo do Ultimo Méaximo Glacial (21 Ka a. p.; Last Glacial
Maximum, LGM), o “Refugio de Pernambuco” ¢ o “Refugio da Bahia”.

Ao contréario do que foi constatado na Amazonia, na Mata Atlantica estes reflgios se
mostraram bastante consistentes quando confrontados contra dados paleopalinolégicos
(CARNAVAL; MORITZ, 2008), além de serem especialmente congruentes com padrbes
filogeograficos (CARNAVAL; MORITZ, 2008; MARTINS, 2011). Interessantemente, as
areas preditas como reflgios sdo também altamente congruentes com a diversidade genética
de varios organismos encontrados ao longo da Mata Atlantica (CARNAVAL et al., 2009), o
qual corrobora a ideia de estabilidade nas areas de refugios. Devido ao fato das areas preditas
como refugios por Carnaval e Moritz (2008) explicarem a estruturacdo filogeografica e a
diversidade genética de muitas espécies, este modelo de refligios para a Mata Atlantica ficou
conhecido como modelo CM.

De acordo com o0 modelo CM, enquanto houve retracdo de areas de Mata Atlantica

mais ao sul no LGM (21 Ka a. p.) seguidas pela expansdo dessas areas durante o Holoceno (~
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6 Ka a. p.), as regides ao norte da Mata Atlantica se mantiveram estaveis. Assim, 0 modelo
CM prediz: 1) modelos de nicho ecoldgicos prevendo refugios ao norte durante o LGM,
seguido de expanséo de areas no Holoceno; 2) menor estabilidade demografica nas regides ao
sul da floresta em relacdo aos reflgios; 3) sinais de expansao populacional ap6s o0 LGM em
areas ao sul; 4) maior diversidade genética nos refagios do que em éareas instaveis; (5)
evidéncia de contato secundario com base na distribuicdo parapatrica das populagdes ou
espécies relacionadas.

Embora muitos dados corroborando o modelo CM tenham sido produzidos
(CARNAVAL et al., 2009; MARTINS, 2011; RAPOSO DO AMARAL et al., 2013), assim
como na Amazonia, outras hipoteses tem sido levantadas para explicar a diversificacdo dos
taxons e populacdes ao longo da Mata Atlantica, incluindo neotectonismos, barreiras e
pressdes seletivas (BATALHA-FILHO et al., 2010; CABANNE; SANTOS; MIYAKI, 2007,
LEITE et al., 2016a; THOME et al., 2014). Ainda assim, o0 modelo CM mostra-se bastante
congruente quando sobreposto com a maior parte dos dados filogeograficos disponiveis na
Mata Atlantica (CARNAVAL et al., 2009, 2014; CARNAVAL; MORITZ, 2008; MARTINS,
2011; PORTO; CARNAVAL,; DA ROCHA, 2013).

3.2.4.3 Teoria da Expansédo da Mata Atlantica

Embora 0 modelo CM tenha se tornado muito popular para explicar padrbes
biogeograficos ao longo da Mata Atlantica, recentemente um modelo gerado a partir de dados
de pequenos marsupiais endémicos a Mata Atlantica tem desafiado essa hipotese. Com base
em simulacdes populacionais a partir de dados mitocondriais de cinco espécies de pequenos
mamiferos, Leite et al. (2016) observaram um movimento aparentemente contrario ao descrito
no modelo. Como visto anteriormente, 0 modelo CM prediz, entre outras situacdes inerentes,
a ocorréncia de movimentos de retracdo ao longo do ultimo maximo glacial (CARNAVAL et
al., 2009; CARNAVAL; MORITZ, 2008). No entanto, os resultados de Leite et al. (2016)
apresentaram tendéncias de expansao populacional datadas exatamente para o ultimo maximo
glacial, sugerindo que suas populagdes teriam aumentado demograficamente ao inves de
retrair.

Com base nestes resultados, Leite et al. (2016a) propuseram um avanc¢o nos modelos
paleoclimaticos até entdo realizados, incluindo a plataforma continental brasileira como area
habitavel em funcdo da retracdo ocednica comumente anotada para os periodos de grandes
glaciagcdes. Ao incluir a area da plataforma continental, estes autores notaram que as areas

preditas como adequéveis para as espécies em questdo se expandiam em direcdo a mesma, de
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modo que estes autores propuseram que as florestas ndo teriam se retraido e sim aumentado
em area, em dire¢do a plataforma continental. A principal conclusdo destes autores foi de que
a hipotese dos refagios (representada pelo modelo CM) teria pouca ou nenhuma importancia

na diversificacdo da Mata Atlantica.
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Figura 3.14 Resumo do Modelo de Expansdo da Mata Atlantica. A) Costa Brasileira e Plataforma Continental;
B) Modelos de Nicho Ecolégico (segundo Leite et al., 2016) para o Ultimo Maximo Glacial (LGM) e o presente,
mostrando a expansdo das areas adequéaveis em dire¢do a plataforma; C) oscilagdes de temperatura e nivel do
mar ao longo dos ultimos 200 Ma, englobando o LGM, o Gltimo periodo interglacial (LIG) e penaltimo maximo
glacial (MIS6); D) Modelos Demogréficos representando os eventos esperados sob a hipdtese dos Reflgios
(vermelho) e a hipétese de Expansdo da MA (verde); BN — bottleneck populacional; EX - expansao
populacional. Adaptado de Leite et al. (2016).

Embora o modelo de Leite et al. (2016a) tenha ineditamente incluido as variacfes
marinhas nos modelos da Mata Atlantica, uma série de problemas foram imediatamente
levantados contra esta hipotese, e principalmente quanto a ideia de que os reflgios na Mata
Atlantica teriam tido pouca ou nenhuma importancia na historia biogeogréafica deste bioma.
Raposo do Amaral et al. (2016) apontam, dentre outros fatores, o uso de apenas cinco
espécies e um unico loco mitocondrial no estudo, como pontos frageis para explicar toda a
histéria da Mata Atlantica. De fato, como salientado por Raposo do Amaral et al. (2016) a
hipbtese de Leite e colaboradores (2016a) ndo explica uma série de trabalhos corroborando a
hipotese dos refugios na Mata Atléntica, bem como ndo abrange diferentes modelos
ecologicos e nem é passivel de ser refutada do ponto de vista genético, uma vez que a
plataforma continental brasileira estd submersa (RAPOSO DO AMARAL et al., 2016).

Ainda que as criticas de Raposo do Amaral et al. (2016) sejam bastante contundentes é
inegavel que a hipdtese de Leite et al. (2016a) abre uma nova perspectiva do ponto de vista
filogeografico na Mata Atlantica, e deste modo, torna-se uma hipotese alternativa a padroes
ndo congruentes com a hipotese dos refugios que deve ser igualmente considerada em estudos
futuros (LEITE et al., 2016b).
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3.2.5 Padrdes biogeograficos na Mata Atlantica

A Mata Atlantica compreende um complexo de diferentes fitofisionomias e areas de
transicdo que podem apresentar uma mistura das fitofisionomias adjacentes ou ainda uma
terceira e/ou quarta matriz nas regides de ecétono (AB’SABER, 2003). Dentre as diversas
fitofisionomias, as principais sdo: 1) Floresta Ombroéfila Densa (FOD), incluindo as florestas
montana, submontana, planicies, e florestas costeiras de baixas altitudes; 2) Floresta
Ombrofila Mista (FOM), com predominio do Pinheiro do Parana (Araucaria angustifolia) e
espécies da familia Lauraceae ao sul; 3) a Floresta Estacional e Semidecidual (FES),
englobando a floresta subtropical ao sudeste do dominio de Mata Atlantica e a floresta
decidua ao norte e nordeste; 4) ecossistemas associados que, em tese, incluem mangues,
restingas, campos rupestres (campos de altitudes elevadas), campos de baixas altitudes, além
de remanescentes florestais & noroeste da distribuicao original da Mata Atlantica (CAMARA,
2005).

Originalmente o Dominio de Mata Atlantica compreendia cerca de 1,3 milhdes de
quildmetros quadrados ao longo da porcdo leste do Brasil (cerca de 15% do territdrio
brasileiro) estendendo-se desde o estado do Rio Grande do Norte até o estado do Rio Grande
do Sul (Figura 3.15; GALINDO-LEAL; CAMARA, 2003; RIBEIRO et al., 2009).

== FOD Savana-Estépe

FOA Estépe
FOM  mmPioneras /
= FED Ecéntonos

== FES

Figura 3.15 Extensdo original e atual da Mata Atlantica brasileira. A) area original: FOD — Floresta Ombrofila
Densa, FOA — Floresta Ombrofila Aberta, FOM — Floresta Ombrofila Mista, FED — Floresta Estacional
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Decidual, FES — Floresta Estacional e Semidecidual; B) Fragmentos de Mata Atlantica, ano base 2016-2017.
Fonte: Fundagdo SOS Mata Atlantica, Relatorio Anual (2018).

Diferentemente da Floresta Amazbnica, a Mata Atlantica estd imbuida em um
contexto muito mais heterogéneo. H4 um acimulo de fatores como a grande variagdo
latitudinal, alcancando cerca de 27° de variacdo (SILVA; CASTELETI, 2005), ~10° de
variacdo longitudinal, com diferencas significativas entre florestas costeiras e de interior
(RIZZINI, 1997), além de um importante gradiente altitudinal, variando desde o nivel do mar
até 2,700 m (GALINDO-LEAL; CAMARA, 2003). Todos estes fatores, associados a
variacdes pluviométricas e térmicas contribuem com a grande diversidade e endemismo de
um dos maiores hot-spots de diversidade biolégica do planeta (BROOKS et al., 2006;
MYERS et al., 2000).

O estado extremo de degradacdo da Mata Atlantica vem sendo reportado ha anos
(GALINDO-LEAL; CAMARA, 2003; LAURANCE, 2009; METZGER, 2009; RIBEIRO et
al., 2009), e historicamente ¢ um dos ‘biomas’ mais ameacados do planeta (LAURANCE,
2009; RIBEIRO et al., 2009), muito devido a grande exploragdo antrépica e alta densidade
populacional. De acordo com dados do Ultimo senso, realizado em 2010 pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2010), as maiores densidades populacionais do
pais (cerca de 100h/km?) e mais de 75% dos grandes centros urbanos se concentram nas
regides litoraneas e nas zonas que correspondem a area de cobertura original do Dominio de
Mata Atlantica.

Além de reduzir drasticamente a cobertura original deste bioma, as atividades
antropicas ainda causam danos constantes a todas as espécies presentes, principalmente
devido as atividades agricolas e industriais (CAMARA, 2005; TABARELLI et al., 2010).
Estima-se que mais de 80% dos fragmentos sdo menores que 50 ha e quase metade da floresta
remanescente possui menos de 100 m em suas bordas com distancia média entre 0s
fragmentos de 1440 m, em meio a matrizes urbanas ou agricolas (RIBEIRO et al., 2009).
Dados do Relatorio Anual de Conservacdo da Mata Atlantica de 2018 (Fundacdo SOS Mata
Atlantica) indicam que apenas 9% da floresta remanescente e 1% da floresta original séo
protegidos por reservas e unidades de conservacdo. Todos estes dados ressaltam a urgéncia de
estudos que levantem informacGes sobre a diversidade deste importante bioma, fornecendo
informagdes fundamentais para a proposicao de futuras estratégias de manejo e conservacdo

das populacdes envolvidas e de seus ambientes.
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3.2.5.1 Padrdes Biogeograficos na Mata Atlantica: o Estado da Arte

Como visto anteriormente, a Biogeografia presta papel fundamental para a
conservacao, uma vez que a delimitacdo e reconhecimento de areas de endemismos e areas
prioritarias a conservacdo € um aspecto reconhecidamente biogeografico (LAVINA; FAUTH,
2016). A inclusdo de métodos que incluem aspectos ecolégicos sob o ponto de vista da
Biogeografia Histérica (3.1.1.5 Integracdo de processos ecolégicos nas analises
biogeograficas), tendem a tornar os aspectos biogeograficos cada vez mais um ponto central
nas estratégias de conservacéao.

Do ponto de vista de padrdes filogeograficos na Mata Atlantica, embora a grande parte
dos estudos tenham sido desenvolvidos em vertebrados, principalmente péssaros e anfibios,
evidéncias até 0 momento apontam a existéncia de algumas descontinuidades filogeograficas
recorrentes para diferentes grupos de organismos (BATALHA-FILHO; CABANNE;
MIYAKI, 2012; BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011, 2016; DA SILVA; PINTO-DA-
ROCHA,; SOUZA, 2016) e séo apresentados na (Figura 3.16)

™ (Paraiba do Sul)
(RioTieté)

Figura 3.16 Principais descontinuidades filogeograficas ao longo da Mata Atlantica. Descontinuidade Rio S&o
Francisco: Cabanne et al. (2008), Carnaval e Moritz (2008), Carnaval et al. (2009), Porto et al. (2013), Lopez-
Uribe et al. (2014), Frantine-Silva et al. (2017); Rio Doce: Cabanne et al. (2007; 2008), Carnaval e Moritz
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(2008), Carnaval et al. (2009), Martins (2011), Porto et al. (2013), Lopéz-Uribe (2014), Batalha-Filho e Miyaki
(2016); Ribeiro, Lemos-Filho e Lovato (2011); Maldonado-Coelho (2012); Rio Paraiba do Sul: Cabanne et al.
(2008), Raposo do Amaral et al. (2013); Penha et al. (2015), Frantine-Silva et al. (2015); Rio Tieté: Grazziotin et
al. (2006), Cabanne et al. (2007; 2008), Martins et al. (2009), Batalha-Filho et al. (2010) e Thomé et al. (2010).
*Descontinuidades baseadas em Batalha-Filho e Myiaki et al. (2011) e Da Silva, Pinto da Rocha e Souza (2016),
com inclusdo de alguns novos estudos. Imagem: Adaptada de SOS MATA ALTANTICA (2016).

As explicacdes para a existéncia dessas descontinuidades filogeograficas ao longo da
Mata Atlantica podem ser resumidas a duas principais linhas, a influéncia das mudancas
climéticas do Quaternario (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011) e a existéncia de barreiras
geograficas como agentes vicariantes (BATALHA-FILHO et al., 2010; THOME et al., 2010,
2014). Aparentemente, a primeira explicacdo baseada nas variacdes climaticas do Quaternario
¢ a que encontra maior respaldo. Muitas das descontinuidades encontradas sdo coincidentes
com a posicdo pretérita dos refugios identificados pelo modelo CM (BATALHA-FILHO;
MIYAKI, 2011, 2016; CARNAVAL; MORITZ, 2008; VIADANA; PAULA;
CAVALCANTI, 2007). Exemplos interessantes sao encontrados na distribuicdo geogréafica de
linhagens genéticas de estudos filogeograficos de passaros (BATALHA-FILHO; MIYAKI,
2011, 2016; CABANNE et al., 2014). Entretanto, a existéncia, localizagdo e o tamanho dos
reflgios ecoldgicos durante os méaximos glaciais sdo dependentes das tolerancias ecoldgicas e
ambientais de cada espécie (BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2011; CARNAVAL; MORITZ,
2008; DA SILVA; PINTO-DA-ROCHA; SOUZA, 2016; MORITZ et al., 2000). Portanto, a
interpretacdo dos dados filogeograficos depende da existéncia de informacdes sobre a biologia
dos organismos.

No que tange a segunda linha de explicacdes relacionada a existéncia de barreiras
geograficas ligados a eventos neotectdnicos, aparentemente este tipo de diversificacdo esta
ligada a regides mais ao sul da Mata Atlantica (latitudes inferiores a 19°), exatamente onde 0
modelo CM falha em recuperar modelos de forma mais consistentes. Exemplos com serpentes
(GRAZZIOTIN et al., 2006), anfibios (THOME et al., 2010, 2014) e mesmo abelhas
(BATALHA-FILHO et al., 2010), mostram recorrentes quebras filogeograficas localizadas ao
longo do estado de S&o Paulo. Estas descontinuidades ndo séo tdo recorrentes quanto aquelas
observadas na regido do rio Doce e rio Sdo Francisco (MARTINS, 2011) e aparentemente
dependem das restricdes ecoldgicas de cada grupo (PORTO; CARNAVAL; DA ROCHA,
2013).

Poucos dados estdo disponiveis acerca da estruturagdo filogeografica dos euglossineos
ao longo da Mata Atlantica, de modo que ndo é possivel delinear quaisquer padrdes para a
tribo. Contudo, interessantes casos do ponto de vista biogeograficos sdo oferecidos por essas

abelhas. Por exemplo, a0 menos trés espécies exibem morfotipos de coloragcdo associadas a
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quebras filogeogréaficas na regido do rio Paraiba do Sul (tomado aqui apenas como ponto de
referéncia). Euglossa iopoecila Dressler 1982, Euglossa townsendi Cockerell 1904 e
Euglossa stellfeldi Moure 1947 sdo exemplos de euglossineos que apresentam morfotipos de
coloracdo congruentes com separacdo e contato secundario nesta regido. Descri¢es de
variagOes tegumentares sao encontradas em Ferrari e Melo (2014) e principalmente Penha et
al. (2015). Estes autores apresentam analises de diferentes marcadores moleculares,
embasando hipéteses de que eventos relativamente recentes isolaram as abelhas das orquideas
e que estas exibem zonas de contato secundario apds os isolamentos pretéritos. No entanto,
existe ainda uma lacuna bastante grande no entendimento de quantas e quais seriam estas
descontinuidades filogeograficas e suas respectivas zonas de contato secundario, bem como se
elas afetariam a distribuicdo da diversidade e estruturacdo genética de mais de uma espécie de

Euglossini ao longo de todo o dominio de Mata Atlantica.

3.3 DIVERSIDADE, GENETICA E CONSERVACAO

Ao longo dos ultimos anos, a diversidade genética tem assumido cada vez mais uma
posicdo central nas discussdes acerca da conservacao da biodiversidade. A crescente ameaca
antropica e a necessidade de se conservar a biodiversidade levaram gradualmente a unido de
esforgos de diferentes areas para o consenso de que a conservacdo da biodiversidade passa
pelo isolamento e manejo da origem da diversidade bioldgica, que por sua vez depende da
compreensdo do contexto genético-evolutivo do tema.

Com base no contexto genético-evolutivo, a biodiversidade pode ser encarada como
um produto da evolugdo bioldgica, cuja diversidade de formas é fruto do acumulo de
variacOes hereditarias, inicialmente polimorficas dentro de espécies que posteriormente se
fixam em unidades taxonémicas (FRANKHAM; BALOUE; BRISCOE, 2008; FUTUYMA;
AGRAWAL, 2009). Segundo este ponto de vista, e levando em consideracdo a origem da
informacdo que codifica a diversidade dos organismos, a biodiversidade é em grande parte
fruto da diversidade genética, que por sua vez, pode ser definida como diversidade de alelos
nos Varios locos de uma espécie, 0s quais se combinam produzindo variagdo genotipica, e
essa é herdada pela prole a partir de seus genitores ao longo das gerac6es, podendo expressar
ou ndo alguma variagdo fenotipica (SANTOS et al., 2009; SOLE-CAVA; CUNHA, 2012).

Ao longo do tempo, uma subarea da Genetica, a Genética da Conservacdo, se
apresentou com o papel de utilizar conhecimentos da Genética de Populag¢Ges a fim de reduzir
o risco de extincdo das espécies ameacgadas. O principal objetivo dessa linha de pesquisa em

longo prazo é preservar as espécies como unidades dindmicas evolutivamente significativas
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capazes de se adaptarem as mudancas ambientais, permitindo a elas manter o maior potencial
evolutivo possivel (SOLE-CAVA; CUNHA, 2012; FRANKHAM et al., 2008). Para isso a
identificacdo destas unidades é fundamental, e é neste ponto que a Filogeografia presta auxilio
de suma importancia, buscando delimitar a estruturacéo espacial da diversidade genética em
seus mais diversos niveis taxondmicos, visando delimitar areas prioritarias a conservagdo. Em
um cendrio cada vez mais hostil a conservagdo da biodiversidade é crescente a necessidade de
se documentar e analisar a fonte historica da variagdo genetica, buscando compreender 0s
eventos por tras da diversificacdo das espécies e populacdes, para que, com base no passado
tenhamos expectativas sobre o futuro.

Considerando a notdria importancia da Genética para a conservacdo da Biodiversidade
e que sua discussao € bastante extensa, aliado ao fato de que, de certo modo, este tema foge ao
escopo objetivo do presente estudo, consideracdes mais profundas sobre este tema em
particular serdo omitidas a fim de priorizar temas mais particulares as abelhas e que refletirdo
mais enfaticamente na discuss&o dos resultados. Otimas revisdes em portugués sobre os temas
relacionados a Genética e Conservacdo podem ser encontradas em Frankham, Balloe e
Briscoe (2008) e Solé-Cava e Cunha (2012).

3.3.1 Genética e Conservacao das Abelhas

Um dogma central em Genética da Conservacgdo € que populacbes pequenas e isoladas
possuem um maior risco de extingdo por fatores extrinsecos, principalmente, devido a deriva
genética e endogamia (BERTORELLE et al.,, 2009; FRANKHAM, 2003; FRANKHAM,;
BALOUE; BRISCOE, 2008). Ao longo das Gltimas décadas, tem sido detectado a iminente
ameaca do declinio dos polinizadores, fato que tem motivado pesquisas sobre a biologia da
conservacao de abelhas a fim de entender as causas desse declinio e desenvolver estratégias
apropriadas de conservacdo (POTTS et al., 2010; ZAYED, 2009). A aplicacdo dos conceitos
da Genética da Conservacdo em animais diploides tem se mostrado uma importante
ferramenta, tanto para responder questbes sobre a viabilidade populacional quanto para
orientar os programas de conservacdo (FRANKHAM; BALOUE; BRISCOE, 2008). No
entanto, as abelhas sdo potencialmente mais suscetiveis as mudancas no tamanho
populacional e nivel de conectividade de habitats devido a varias caracteristicas intrinsecas ou
muitas vezes exclusivas relacionadas a fatores bioldgicos igualmente Unicos em diversas
espécies.

Devido ao seu carater haplodiploide, é esperado que abelhas possuam cerca de 75% da
diversidade genética em relacdo a organismos diploides (HEDRICK; PARKER, 1997), o que
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naturalmente acarretaria uma “desvantagem” a esses organismos. Adicionalmente, trés outros
importantes fatores ameagcam a manutencdo da diversidade genética nas populacdes de
abelhas: o sistema complementar de determinacdo sexual, o efeito da depressdo endogamica,
e a decorrente perda do potencial adaptativo-evolutivo das espécies (ZAYED, 2009).

Abelhas possuem um sistema de loco Unico dependente de complementariedade para
determinacédo sexual (sI-CSD ou single locus Complementary Sex Determination), no qual o
gendtipo heterozigoto resulta em um individuo fémea (SCHMIEDER; COLINET; POIRIE,
2012). Em outras palavras, quando uma fémea acasala com um macho haploide que
compartilha um dos alelos para o loco sI-CSD, metade da progénie diploide da fémea sera
homozigota no loco de determinacdo do sexo e, consequentemente, se desenvolverd em
machos diploides ao invés de fémeas (ZAYED; PACKER, 2005). Machos diploides
representam um grande custo genético nas populacdes de abelhas, uma vez que sdo inviaveis
ou estéreis em sua maioria (HARPUR; SOBHANI; ZAYED, 2013). Considerando que,
fémeas ao fertilizar ovos geram outras fémeas, a producdo de machos diploides a partir de
ovulos fertilizados, age aumentando a “mortalidade” ou nulidade das fémeas na populacéo.
Adicionalmente, a producdo de machos diploides também traz prejuizos caso os machos
sejam viaveis e consigam acasalamentos, visto que fémeas que se acasalarem com eles
produzirdo ovos invidveis quando fertilizados ou filhas triploides estéreis (ZAYED, 2009;
ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2004).

Dada a natureza complementar do sistema de determinacdo sexual em abelhas, 0s
fendmenos populacionais que causam naturalmente a reducédo de diversidade genética, como
deriva genética, selecdo natural, endogamia ou reducdo do tamanho populacional efetivo,
atuariam acentuando o desbalango na proporcdo sexual ao longo das geracbes (LOZIER;
ZAYED, 2017). Vale ressaltar que um sistema dependente de heterozigosidade para o
equilibrio da proporgdo sexual é duplamente afetado pelos efeitos de reducéo de diversidade
genética supracitados. Caso a heterozigosidade do loco CSD seja afetada de forma
significativa é esperado que a probabilidade de homozigosidade seja também aumentada,
gerando um desbalan¢o no nimero de machos e fémeas, o0 que acarretaria na diminuicdo do
tamanho efetivo populacional, que por fim, aumentaria a susceptibilidade da populacdo a
eventos estocasticos de reducdo de diversidade genética. Ou seja, populacdes pequenas
sofreriam com a perda natural de variacdo genética que levaria a um aumento de endogamia,
que por sua vez levaria a um potencial aumento de producdo de machos de diploides, e
consequentemente a uma diminui¢cdo do tamanho populacional, que reduziria a diversidade

genética da populacdo e assim por diante. Este quadro de retroalimentacdo em direcdo a
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extingdo é tratado por alguns autores como “o vortice de machos diploides”(FARIA et al.,
2016; ZAYED, 2009; ZAYED; PACKER, 2005).

Modelos matematicos demonstram claramente a reducdo do tamanho efetivo
populacional em cenarios de acimulo de producdo de machos diploides (ZAYED, 2004;
ZAYED; PACKER, 2005), ao passo que este fendmeno pode ser contrabalanceado quando a
dispersdo dos individuos é suficientemente grande, mesmo quando hé& poucos alelos no loco
CSD (FARIA et al., 2016). Deste modo, a producdo de machos diploides pode ser um grande
problema para a conservacdo da diversidade genética em abelhas, mas ao mesmo tempo pode
ser naturalmente minimizada quando se promove a conexdo entre ambientes de forma
adequada. Os efeitos e taxas de machos diploides em populagdes naturais de Euglossini s&o
discutidos no tépico 3.4.4 Diversidade Genética: o estado da arte em Euglossini.

Por razdes semelhantes, mas por mecanismos diferentes, o endocruzamento
(cruzamento entre individuos geneticamente semelhantes ou aparentados) pode causar um
importante efeito sobre pequenas populacdes de abelhas. Além de ter efeito sobre a expresséo
de alelos deletérios quando em homozigose ou reduzir o valor adaptativo da populagédo
(REED; FRANKHAM, 2003), a reducdo da diversidade genética via endogamia em abelhas
pode ainda causar o efeito do “vortex do macho diploide”, como ja descrito.
Interessantemente o sistema haplodiploide oferece a oportunidade de selecdo direta de genes
deletérios em machos, uma vez que a hemizigose de um alelo deletério implicaria na morte do
macho. Logo, a frequéncia deste tipo de alelo em populacdes haplodiploides deve se manter
em niveis bastante baixos.

Em suma, as complexas histérias de vida das abelhas podem torné-las ainda mais
suscetiveis a perda de habitat e outras mudancas ambientais extrinsecas. Muitas abelhas
necessitam de diversos recursos além daqueles considerados basicos (como alimento e abrigo)
ao longo de seu ciclo de vida. Os préprios euglossineos requerem fontes aromaticas
especificas (WEBER et al., 2016) para realizar comportamentos de corte e copula (ELTZ;
SAGER; LUNAU, 2005), em algumas espécies, isso pode ser acentuado, por exemplo, por
um alto grau de filopatria (AUGUSTO; GAROFALDO, 2011; LOPEZ-URIBE et al., 2014) que
poderia causar uma dependéncia adicional ao local ou mesmo uma estruturagdo geografica
diferencial. Todos estes fatores em conjunto demonstram a urgéncia de se explorar a
diversidade genética em abelhas a fim de identificar populagdes em declinio, bem como
propor medidas de conservagédo de forma mais eficiente.

As medidas de diversidade e estruturagdo genética sdo abordadas de forma genérica na

secdo seguinte, a fim de apresentar um resumo visando a contextualizacdo destes métodos,
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sua natureza estatistica e implica¢Oes para interpretacéo bioldgica dos resultados, com foco no
comportamento destes métodos frente a diferentes situacdes.

3.3.2 Andlises em Genética de Populacdes e Filogeografia

Até o presente foram discutidas as implicacbes da diversidade genética e sua
estruturacédo espacial em fungdo do tempo para a conservacdo das populagdes, bem como a
natureza das ideias biogeograficas e filogeograficas para as analises destes padrfes. Contudo,
a evolucdo dos marcadores moleculares e de outros tipos de dados disponiveis as analises
desses padrdes cresceu em ritmo exponencial ao longo dos ultimos anos. Centenas de
softwares e dezenas de métodos estatisticos estdo hoje disponiveis para comparar as
frequéncias alélicas entre populacdes, estimar as relac6es filogenéticas entre td&xons nos mais
diferentes niveis e buscar congruéncias entre padrdes espaciais e informacdes ecoldgicas.
Dada a natureza interdisciplinar da Filogeografia (veja detalhes em 3.1.2 Filogeografia e seu
impacto sobre a Biogeografia), hd uma tendéncia em incorporar analises de diferentes
vertentes, a fim de compreender os padrfes espaciais em niveis hierarquicos distintos. Buscar-
se-a ao longo das proximas paginas categorizar essas diferentes formas estatisticas de abordar
0s dados para fins de comparacao dos resultados.

Em suma, as abordagens aplicadas em Filogeografia poderiam ser classificadas como
de natureza molecular e ecoldgica. Nesta primeira linha, sem duvidas a principal, podem ser
englobadas as analises derivadas do uso de marcadores moleculares, principalmente os
provenientes de DNA, e naturalmente os métodos estatisticos relacionados, que por sua vez
poderiam ser subdivididos em duas linhas: abordagens frequentistas e probabilisticas. Dentre
estas duas abordagens, hd uma vasta gama de métodos disponiveis, 0s quais sao exaltados e
criticados por diferentes motivos (MEIRMANS; HEDRICK, 2011). Os principais métodos
destas abordagens serdo explorados aqui de forma bastante superficial, apenas com o intuito
de balizar os pardmetros avaliados mais a frente. Otimas revisdes destes métodos s&o
encontradas em Pearse e Crandall (2004), Heller e Siegismund (2009), Jost (2008, 2009),
Meirmans e Hendrick (2011), Whitlock (2011) e em Séle-Cava e Cunha (2012).

Por fim, a linha ecoldgica englobaria principalmente os métodos de modelagem de
nicho ecologico e distribuicdo potencial de espécies, os quais tém servido fundamentalmente
para gerar hipoteses de distribuicdo espaco-temporal (ELITH et al., 2011; HICKERSON et
al., 2010; SMITH; DONOGHUE, 2010) com o intuito de testar a congruéncia dos dados
genéticos sobre as paleodistribuices (CARNAVAL et al., 2009; FRANTINE-SILVA et al.,
2017; MIRANDA et al., 2015). Ao final do presente texto, serdo dados detalhes sobre o
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processo geral da producdo e fundamentacdo destes modelos, visando fornecer uma ideia
geral da natureza deste tipo de analise.

3.3.2.1 Abordagens frequentistas tradicionais

Abordagens frequentistas no presente texto se referem as abordagens tradicionais em
genética de populacbes, as quais se baseiam na diferenca entre as frequéncias alélicas em
diferentes locos para estimar a diferenciacdo e diversidade genética entre populacdes. Neste
conjunto de analises, podem ser citados os estimadores de estruturacdo, como a bem
conhecida estatistica F de Wright (WRIGHT, 1950). Do ponto de vista Filogeogréafico, estes
estimadores sdo importantes, pois auxiliam, por exemplo, na identificagdo de padrbes de
isolamento por distancia, bem como suas possiveis quebras. Além disso, devido a posi¢do de
transicdo que a Filogeografia ocupa, estes estimadores auxiliam na compreensao de processos
a nivel de populacdo, os quais sdo fundamentais para entender a dindmica histdrica
intraespecifica (AVISE, 2009). Embora o contexto matematico destes estimadores seja
extremamente relevante, as particularidades de cada um dos métodos serdo omitidas para
enfatizar a adequabilidade de cada método e seu uso em determinadas situacoes.

De certo modo, ha muita controvérsia sobre o uso destes estimadores, principalmente
dos de estruturacdo (MEIRMANS; HEDRICK, 2011). Embora numerosos artigos recentes
avaliem varios parametros genéticos populacionais e sua validade para a analise da estrutura
genética entre populacdes, fluxo génico e divergéncia genética, pouco consenso foi alcancado
até o momento (HELLER; SIEGISMUND, 2009; MEIRMANS; HEDRICK, 2011; PEARSE;
CRANDALL, 2004).

O Fgsr € provavelmente a medida mais amplamente utilizada para estimar a
estruturacdo genética entre populagdes, junto com o estimador Gsr (NEI, 1973); porém ainda
existem Rst (SLATKIN, 1995), G’st (HEDRICK, 2005), ®@sr (EXCOFFIER; SMOUSE;
QUATTRO, 1992) &’st (HEDRICK, 2005), D (JOST, 2008) e at¢ G’’st (MEIRMANS;
HEDRICK, 2011), além de muitos outros (MEIRMANS; HEDRICK, 2011; WHITLOCK,
2011). O Fst tem uma grande vantagem em termos de familiaridade, ja que existe ha tempo
suficiente para se ter uma ideia de quais séo suas propriedades. Em linhas gerais, o Fsr pode
ser pensado como a reducdo na heterozigosidade devido & estrutura da populacdo ou (para
marcadores bialélicos) a variancia nas frequéncias alélicas entre todas as populacbes
(HARTL; CLARK, 2007), comportando-se de maneira previsivel em resposta a
circunstancias especificas (KANE, 2011; WHITLOCK, 2011). O Fsy foi originalmente
formulado para medir a distancia genética usando marcadores bialélicos (WRIGHT, 1969),
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mas foi generalizado para alelos multiplos (NEI, 1973) como Gsr, @st para sequéncias de
DNA, e Rsr considerando um modelo mutacional passo-a-passo. Vale ressaltar que, embora
tenha origens relativamente diferentes, os termos Gsr, Rst € Fst, bem como @sr e Fsr sdo
tradicionalmente utilizados como sindnimos, ainda que ndo seja esta a forma mais adequada.
Devido ao seu comportamento similar frente as taxas de migracdo e mutacdo, as
consideracOes acerca destes estimadores serdo generalizadas no texto como “analogos ao
Fst”.

Numerosos artigos relativamente recentes (por exemplo, HEDRICK; 2005, JOST;
2008, JOST; 2009, MEIRMANS; HEDRICK 2011; WHITLOCK, 2011) apontaram uma
dificuldade na interpretacdo dos analogos ao Fst. Com duas populagdes e dois alelos, 0s
analogos de Fsr variam de 0 a 1, com “0” representando auséncia de diferenca nas frequéncias
alélicas entre duas populacBes e “1” indicando que as duas populacdes possuem diferentes
alelos fixados (HEDRICK, 2005; NEI, 1973). No entanto, com mais de dois alelos os
analogos ao Fst ndo podem atingir “1”, mesmo quando ndo ha alelos compartilhados entre as
duas populacbes, pois sempre havera alguma heterozigose dentro das populacdes (HEDRICK,
2005; JOST, 2008). Esta ndo é uma falha dos estimadores, mas indica que deve-se ter cuidado
ao interpretar ou comparar os analogos ao Fsr para diferentes tipos de marcadores (KANE,
2011; WHITLOCK, 2011).

Certamente, em muitas situacdes isso pode ser bastante problematico. Por exemplo,
para microssatélites que possuem alta heterozigosidade, 0 Gst maximo é geralmente 0,1-0,2
(WHITLOCK, 2011). Nesses casos, as diretrizes de Wright (1978) sobre os valores de Fsr
(Gst, neste caso), ndo sdo exatamente adequadas, uma vez que as indicacOes de baixa
diferenciacéo genética para valores entre 0 a 0,05; 0,05-0,15 “moderada”; e 0,15-0,25 “alta”,
estdo fora do campo de variagao dos “analogos ao Fsr”. De fato, essas atribui¢des seriam mais
plausiveis apenas para marcadores bialélicos ou locos pouco varidveis, em outras situacoes
ndo e aconselhavel confiar inteiramente em regras demasiadamente simplificadas (KANE,
2011; MEIRMANS; HEDRICK, 2011).

Visando incluir a variagdo maxima possivel dos estimadores andlogos ao Fst no
contexto da analise, Hedrick (2005) propds medidas “padronizadas”, o G st € @ st, calculadas
a partir da divisdo do Gst/®st para um dado marcador pelo Gst maximo teorico baseado na
heterozigosidade daquele marcador (HEDRICK, 2005). Além disso, em 2008, Jost introduziu
outra medida de diferenciacdo, o D, que mede a fragdo da variacdo alélica entre as
populagbes. Tanto 0 G’st como 0 D de Jost terdo “1” como diferenciacdo méxima (mesmo
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com alta variacdo dentro das populac@es) e “0” quando ndo houver diferenciacdo. Além disso,
ambas as estatisticas tém outras propriedades intuitivamente atraentes (Figura 3.17).
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Figura 3.17 VariagOes do Fsr coatescente (Slatkins, 1985), Gsr (“analogos ao Fsr”), D de Jost (2008), G st (Hedrick,
2005) (eixo y) em relacdo a diferentes taxas de migracéo (eixo x), com taxa de mutagdo u=107. Nestes graficos,
as populacdes tiveram N = 100 em um modelo de ilhas infinitas. O gréfico da esquerda e da direita mostram
resultados para 2 e 100 populac@es por espécie, respectivamente. A linha para Gst € muitas vezes encoberta pela
linha de Fsreoa, porque eles séo quase idénticos para baixas taxas de mutagdo (modificado de WHITLOCK,
2011).

Ambas as medidas, no entanto, tém problemas e podem ser tdo dificeis de interpretar
guanto os analogos de Fst. G'st e 0 D de Jost se comportam muito bem em alguns casos, por
exemplo, quando ha incidéncia de altas taxas de mutacdo e duas populacdes (Figura 3.17, a
esquerda), acompanhando de perto a divergéncia “verdadeira” medida pelo Fsr coalescente
(Fstcoal: Sensu SLATKIN, 1985) (KANE, 2011; WHITLOCK, 2011). No entanto, enquanto 0s
analogos de Fsrsdo limitados a valores baixos quando a heterozigosidade é alta (parte direita
dos gréaficos), o G ’st ou D sdo, em muitos casos, tendenciosos, raramente caindo muito abaixo
de “1”, mesmo com altas taxas de migracdo e varias popula¢des, 100 popula¢des. Além disso,
D é altamente afetado por taxas de mutacdo, por isso € dificil comparar maltiplos locos, ou
mesmo comparar 0 mesmo loco em diferentes espécies se as taxas de mutacdo forem
diferentes. No entanto, se a diferenciacdo alélica em um loco especifico é o valor de interesse,
0 D de Jost parece 0 melhor estimador.

Por outro lado, os anélogos de Fst ttm uma relacdo bastante direta com as taxas de
migracdo e mutagdo, com padrdes impulsionados pela migracdo quando essas sdo inferiores
as taxas de mutacdo (u<10®; detalhes em WITHLOCK, 2011). Em muitos casos, o fluxo
génico pode ser seguramente considerado alto em relagdo a taxa de mutacdo. Isso pode ser
verdade no caso dos marcadores SNPs (do inglés, Single Nucleotide Polymorphims), cujas
taxas de mutacdo sdo tipicamente da ordem de 10° e 10® (BALLARD; WHITLOCK, 2004;
HAAG-LIAUTARD et al., 2008; HAASL; PAYSEUR, 2011). Por outro lado, alguns
marcadores como 0S microssatélites, os quais sdo amplamente utilizados em estudos
populacionais devido & sua alta variabilidade, tém taxas de mutacdo que variam entre 10° e
10 (NEFF; FU; GROSS, 1999; WHITLOCK, 2011). Interessantemente, nessas altas taxas de
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mutacdo (107, Figura 3.17) D e G'st estdo muito proximos de 1 e os analogos de Fsr estdo
proximos de zero. Este ponto levanta a 6bvia questdo de qual estimador seria mais adequado.
A resposta, no entanto, pode ser mais complexa e muitos fatores devem ser considerados na
escolha do estimador, como o tipo de marcador e sua taxa de mutacdo, bem como a taxa de
migracéo estimada para 0 genoma/organismo em questéo.

Felizmente para os euglossineos, a partir de alguns estudos ( AUGUSTO;
GAROFALO, 2011; JANZEN, 1971; LOPEZ-URIBE et al., 2014; POKORNY et al., 2015) é
possivel se ter uma ideia do potencial fluxo génico, tanto a partir de marcadores nucleares
qguanto mitocondriais, bem como as taxas de mutacdo nos marcadores frequentemente
utilizados. Espera-se que em euglossineos, machos tenham grande capacidade de dispersao
enquanto fémeas sejam filopatricas (LOPEZ-URIBE et al., 2014), consequentemente espera-
se altas taxas de migracdo para o genoma nuclear (dispersado pelos machos), com baixas
taxas de migracdo para o genoma mitocondrial (veja 3.4.4 Diversidade Genética: o estado da
arte em Euglossini). Considerando ainda que marcadores microssatélites sdo a primeira
escolha para acessar as informacGes do genoma nuclear, bem como polimorfismos de
sequéncias sdo a primeira op¢do para 0 genoma mitocondrial, tem-se a combinacdo de altas
e/ou médias taxas de migracdo com altas taxas de mutacdo em analises de microssatélites,
contra baixas taxas de mutacdo e migracdo para SNPs mitocondriais. Este quadro acarretaria
na fatidica escolha de G’st ou D para marcadores microssatélites e analogos de Fsr para
marcadores mitocondriais.

No entanto, vale ressaltar que o pressuposto de taxa de migracdo também é afetado
pela conectividade de ambientes, restricbes ecoldgicas de cada espécie e sua inerente
capacidade de cruzar matrizes. Além disso, 0s pressupostos das simulacfes de Whitlock
(2011) s&o frequentemente violados em populagdes naturais, tornando a escolha menos 6bvia.
Uma solugdo frequentemente recomendada para avaliar a estrutura populacional usando
marcadores geneéticos € calcular tanto os andlogos de Fsr quanto D (KANE, 2011,
MEIRMANS; HEDRICK, 2011; WHITLOCK, 2011). Situacfes onde os analogos de Fsr
subestimam a divergéncia devem ter valores significativamente elevados quando analisados
pela estimativa D de Jost (KANE, 2011).

Em concluséo, de acordo com Meirmans e Hedrick (2011), todas os estimadores tém
suas vantagens e desvantagens, portanto, & recomendavel o uso continuado dos analogos de
Fsr em combinagdo com suas derivagdes padronizadas F’st (G'st € @’st) ou D de Jost. No
que tange os interesses da Filogeografia, faz-se fundamental a consideracdo de Meirmans e

Hedrick (2011), de que na maioria dos casos, 0 Fsr seria a melhor escolha entre os dois
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ultimos, pois é mais adequado para inferéncias da influéncia dos processos demogréficos,
como deriva genética e migracdo na estrutura da populagdo genética.

3.3.2.2 Abordagens probabilisticas

Enquanto os estimadores tradicionais poderiam ser calculados usando métodos
analiticos “simples”, as analises modernas em Genéticas de Populacdes e Filogeografia
dependem fortemente da capacidade dos computadores atuais. Este fato é especialmente
verdade, pois as analises baseadas apenas nas frequéncias dos alelos em diferentes locos,
foram sistematicamente “substituidas” por estratégias matematicas mais complexas, capazes
de medir a adequabilidade de dados e hipoteses frente a um quadro probabilistico e
especialmente considerando todo o conjunto de dados. Isto é especialmente verdadeiro para
métodos baseados em Maxima Verossimilhanca (MV) ou Inferéncia Bayesiana (IB)
(PEARSE; CRANDALL, 2004).

Obviamente, possibilidades hipotéticas sdo passiveis de testes mesmo em abordagens
tradicionais, porém, estes testes dependem de um quadro bastante definido de hipoteses
alternativas para teste. Por exemplo, pode-se testar a significancia de um indice de Fst em
relacdo a um par de populacbes, contudo, apenas duas hipdteses sdo possiveis a nulidade ou
ndo. Os métodos mais “modernos”, por outro lado, buscam ndo apenas a significancia dos
dados, mas também seu valor mais aproximado, considerando o conjunto de dados, além da
sumarizacgéo dos resultados (ALLENDORF; LUIKAR; AITKEN, 2007).

Certamente esta € a principal caracteristica deste conjunto de andlises. Vale ressaltar
que devido a sumarizacdo inerente do Fsr é impossivel distinguir populacdes com niveis
semelhantes de estruturacdo devido a diferentes fenémenos populacionais como fluxo génico,
“bottlenecks” ou expansdo populacional recente (MEIRMANS; HEDRICK, 2011). Por outro
lado, modelos baseados em Maxima Verossimilhanca (MV) ou Inferéncia Bayesiana podem
agregar variaveis suficientes para considerar resquicios evolutivos de tais fenébmenos em meio
as frequéncias alélicas (ALLENDORF; LUIKAR; AITKEN, 2007; PEARSE; CRANDALL,
2004). E importante ressaltar ainda que, embora o termo seja frequentemente utilizado para as
analises tradicionais, os proprios critérios de MV poderiam ser observados como frequentistas
(ALLENDORF; LUIKAR; AITKEN, 2007). Um segundo ponto que merece esclarecimentos
diz respeito ao carater “moderno” destas analises, visto que a base do modelo de MV data de
1925 (FISHER, 1925; Statistical Methods for Research Workers. Edinburgh: Oliver and
Boyd) e o Teorema de Bayes € ainda anterior a isso, 1763 (BAYES, 1763). Embora apenas

atualmente tenha sido possivel enquadrar estas analises em um panorama condizente com 0s
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dados gerados pelas técnicas moleculares modernas, é necessario reconhecer que estes
métodos foram descritos ha varios anos.

Ainda que a ideia por tras destas abordagens seja aparentemente simples, suas
explicacOes e aplicagdes em Genética de PopulacGes, Filogenia e Filogeografia permanecem,
até certo ponto, um tanto obscuras. A maior parte destes métodos é executada por tras da
“black box” dos softwares e pouca énfase é dada em como estes modelos trabalham o
conjunto de dados. Obviamente, discorrer detalhadamente sobre estes méetodos e como eles
sdo individualmente aplicados em cada framework acarretaria em uma discussdo
demasiadamente longa, porém, cabem algumas pontuacdes e distin¢des bésicas.

Os chamados métodos de Méaxima Verossimilhanca aplicam uma ideia de
maximizacdo de um determinado parametro em relacéo aos dados (ALLENDORF; LUIKAR,;
AITKEN, 2007). Em outras palavras, pode-se definir o conceito de MV como a probabilidade
de se observar os dados segundo algum valor de parametro (por exemplo, Nm = 50), sob um
determinado modelo estatistico (por exemplo, modelo de migracdo da ilha) (PEARSE;
CRANDALL, 2004). Genericamente a MV é expressa como:

L(B]x) =InL(B]|x)
ou
L(H|D) = InL(H|D)

onde £ ou L se referem ao logaritmo natural da probabilidade de um determinado
modelo 6 ou hip6tese A, dado um conjunto de dados x ou D. Vale ressaltar que, neste caso,
um modelo pode ser considerado um modelo de ilhas para migracdo, ou o modelo de
equilibrio de Hardy-Weinberg, ou um modelo multiparamétrico de substituicdo nucleotidica,
ou ainda a simples relacao estatistica de lancamento de uma moeda. Independentemente deste
pressuposto, dentro de um conjunto finito de # ou H, sob um comportamento matematico
previsivel, a méxima verossimilhancga buscara o maior valor dentro de um conjunto especifico
de valores que maximize a observagdo de acordo com um modelo. Em outras palavras, em
MV a hipotese de um valor é variavel, mas os dados continuam sempre constantes
(ALLENDORF; LUIKAR; AITKEN, 2007).

Uma vantagem da analise de verossimilhanca é o fato de ser baseada em modelos e
permite facil comparacdo de diferentes modelos (mesmo modelos complexos), melhorando
assim a inferéncia sobre processos complexos (por exemplo, diferentes padrdes de disperséo,
modelos de mutacao, tamanho populacional estavel versus declinante) que podem explicar 0s
dados (ALLENDORF; LUIKAR; AITKEN, 2007). Porém, talvez a principal vantagem das
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abordagens de MV seja a utilizacdo de “todos os dados” em sua forma bruta, e ndo uma
estatistica suméria (por exemplo, He ou Fst). O contraponto é o alto custo computacional,
pois quanto maior o conjunto de dados, numero de modelos e complexidade destes, maior
sera 0 tempo computacional necessario para explorar todas as possibilidades possiveis,
mesmo que o conjunto de possibilidades seja finito (BEERLI, 2006). Este fato, torna a MV
muitas vezes inviavel ou impossivel de ser aplicada. Outra desvantagem é que a acuracia da
MV depende do conjunto de possibilidades pré-determinadas, uma vez que o carater
exaustivo das analises € deixado de lado para tornad-lo exequivel, a aproximacdo dos
resultados pelo campo amostral pode ser comprometida (BEERLI, 2006)

E neste ponto que a Inferéncia Bayesiana (IB) assume um papel fundamental nas
analises genéticas atuais. Ao contrario da MV, que avalia a probabilidade de um determinado
conjunto de dados em funcdo de diferentes valores de um parametro, a IB busca a
probabilidade do parametro em funcdo dos dados. O teorema de Bayes pode ser definido da
seguinte forma:

P(D|H).P(H)
P(D)
onde, a probabilidade anterior (a priori) da hip6tese “P(H)’ é combinada com a

P(H|D) =

distribuicdo de amostragem “P(D/H)” e condicionada aos dados conhecidos “P(D)’ para
produzir uma probabilidade posterior (a posteriori) da hipotese em funcéo os dados. Aqui a
hipo6tese engloba a mudanca de valores de parametros em funcdo de um modelo.

Um exemplo ilustrativo seria a comparacgdo entre duas sequéncias com trinta e dois
pares de bases (pb), dos quais dois sdo variaveis, para a qual objetiva-se estimar a distancia
genética entre estas sequéncias. Caso se aplicasse um modelo de substituicdo nucleotidica
(disténcia p, ou qualquer outro) que acreditasse explicar a diferenga entre as sequéncias, ter-
se-ia uma funcdo de MV, na qual um conjunto finito e pré-determinado de diferentes valores
de distancia seriam calculados com base no modelo de “distancia p” gerando diferentes
nameros de nucleotideos diferentes. Poderia entdo ser dito que o valor mais verossimil de
distancia é aquele que resulta em dois nucleotideos modificados.

Por outro lado, no teorema de Bayes, na mesma situacdo ter-se-ia a producdo de
diferentes “distancias p” condicionadas as alteracbes nos valores de sitios variaveis,
avaliando-se qual seria o valor de “distancia p” mais provavel. Obviamente, em um exemplo
simplificado a MV mostra-se superior a inferéncia Bayesiana devido ao carater exaustivo e 0
universo finito da analise. Contudo, em cenarios mais complexos, com um maior nimero de

parametros a IB é capaz de acomodar melhor as incertezas ao longo do modelo modificado.
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Os métodos Bayesianos trazem algumas vantagens metodolégicas. Diferente da MV, a
interpretacdo da probabilidade Bayesiana € muito mais simples e direta, podendo ser
interpretada diretamente como a probabilidade daquele parametro em relacdo aos dados
(ALLENDORF; LUIKAR; AITKEN, 2007). Adicionalmente, talvez a principal vantagem da
abordagem Bayesiana seja a capacidade de fatorar dados ou informacdes anteriores ao estimar
a probabilidade posterior de que uma hipotese esteja correta (DRUMMOND; BOUCKAERT,
2015).

No entanto, a IB pode sofrer os mesmos problemas de execucdo que a MV em termos
de tempo computacional, caso tente-se avaliar todo o espaco amostral possivel em relagdo as
modificagdes em modelos complexos. Neste sentido, algoritmos de escolha e sucessédo, como
as Cadeias de Markov e Monte-Carlo (MCMC), sdo extremamente Uteis para associagdo com
modelos Bayesianos. As MCMC se baseiam na variacdo das probabilidades a posteriori
encontradas na inferéncia Bayesiana para avaliar mudangas de pardmetros no modelo
(BEERLI, 2006). A grosso modo, alteracbes de pardmetros que resultem em maiores
probabilidades a posteriori sdo assumidas como hipoOteses a priori no préoximo passo da
cadeia, de modo que os parametros do passo anterior ndo mais afetam a cadeia, e esses
pardmetros podem variar de forma randomica ao longo do espago amostral (DRUMMOND;
BOUCKAERT, 2015; NYLANDER et al., 2004).

O uso de MCMC tem ajudado métodos Bayesianos a abordar modelos extremamente
complexos, mas a principal critica é que essa estratégia IB+MCMC pode ser fortemente
influenciada pelo inicio da cadeia ou pelas informacges a priori e, portanto, menos objetivas
do que as abordagens classicas (BEERLI, 2006). Em outras palavras, duas cadeias com
inicios distintos poderiam resultar em probabilidades a posteriori diferentes para um mesmo
conjunto de dados. Uma solucdo frequente é executar multiplas cadeias suficientemente
longas e buscar por sua mistura e converséo (DRUMMOND; BOUCKAERT, 2015).

Anélises Filogeograficas tem sido cada vez mais influenciadas por métodos que fazem
uso de MV e IB (AVISE, 2009; HICKERSON et al., 2010). Métodos de inferéncias
Bayesianas e Maxima Verossimilhanca para reconstru¢do filogenética (DRUMMOND;
RAMBAUT, 2007; REE; SMITH, 2008; STAMATAKIS, 2006), bem como para estimativa
de parametros populacionais (BEERLI, 2006; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY,
2000), tendem a assumir cada vez mais um papel protagonista nas anélises Filogeograficas em

detrimento das Andlises de Clados Hierarquizados (NCA, Nested Clade Analysis).
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3.3.2.3 Analise de Clados Hierarquizados NCA

Embora a abordagem NCA seja cada vez menos utilizada devido ao seu uso limitado
da estatistica, sem davidas, este € o primeiro passo de qualquer analise Filogeografica,
compondo um dos principais e mais utilizados métodos disponiveis para analise de dados
filogeograficos (AVISE, 2009; CUNHA; SOLE-CAVA, 2012). De fato, a abordagem NCA
consiste em uma série de abordagens que visa analisar qualitativamente os dados das
genealogias génicas, buscando um padrdo adequado condizente com o espago geografico
(AVISE, 2000).

A NCA tem alguns passos metodolégicos sistémicos, que se iniciam com a construgdo
de uma rede de relacionamento haplotipico por inimeros métodos (inicialmente Parcimonia —
TCS, mas atualmente incluindo Median-Joining, Minimum Spawning Network, dentre
outros); em seguida busca-se identificar padrdes espaciais coerentes sobre essas redes;
subsequentemente testa-se sistematicamente hipOteses baseadas nestas unidades de
estruturacdo, como padrdes e quebras de Isolamento por Distancia, diferengas de diversidade
e de estruturacio genética (CUNHA; SOLE-CAVA, 2012).

A forma mais tradicional de se proceder uma NCA é a hierarquizacdo de clados a
partir de uma unidade minima, no caso o haplétipo, até a maior unidade possivel onde existem
poucos grupos de hapl6tipos de igual tamanho separados por a0 menos um passo mutacional
(POSADA; CRANDALL; TEMPLETON, 2006). Contudo, cada vez mais métodos
probabilisticos sdo utilizados para inferir estruturas populacionais, de modo que a
hierarquizacdo empirica dos clados tem perdido espaco neste sentido (CORANDER et al.,
2008; PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000).

Métodos complementares baseados em analises populacionais sdo também
empregados no contexto da NCA, buscando estimar parametros populacionais com base nos
clados previamente determinados, como Andlise de Variancia Molecular (AMOVA;
EXCOFFIER e SMOUSE, 1992), Andlise Espacial de Variancia Molecular (SAMOVA,;
DUPANLOOP, 2002), bem como métodos demograficos de frequéncia de distribuicdo de
diferengas entre pares de sequéncias (distribuicdo mismatch), analises de testes de
Neutralidade, como o teste D de Tajima e Fs de Fu.

Embora sejam o centro histérico da anélise Filogeografica, este quadro tende a mudar
cada vez mais para os métodos probabilisticos baseados em MV e IB para a estimativa de
parametros e modelos filogeograficos. Contudo, é provavel que as abordagens de NCA
continuem sendo o ponto de partida para a maior parte das inferéncias filogeogréaficas.
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3.3.3 Modelagem de Nicho Ecologico

A inclusdo de dados ecoldgicos em modelos histéricos tem se tornado cada vez mais
uma tendéncia no ambito da Filogeografia, aumentando o papel desta disciplina como ponte
entre fatores ecoldgicos e processos histéricos (CRISCI et al., 2006). A possibilidade de
desenvolver modelos matemaéticos de distribuicdo/adequabilidade espacial e temporal trazem
uma possibilidade Unica do ponto de vista histérico e filogeografico, pois € possivel observar
variacdes em escala de tempo microevolutivo, extrapolando-os de forma consideravelmente
precisa em escalas de tempo macroevolutivo (KOZAK; GRAHAM; WIENS, 2008;
PHILLIPS; ANDERSON; SCHAPIRE, 2006), os quais podem ser testados com base em
informacdes geoldgicas e genéticas (ELITH et al., 2011).

Modelos de distribuicdo de espécies (SDM, species distribution modeling) ou mais
precisamente Modelos de Nicho Ecoldgico (ENM; ecological niche modeling) (PETERSON;
SOBERON, 2012) estimam a relacéo entre registros de espécies em locais e as caracteristicas
ambientais e/ou espaciais desses locais, em tempos atuais ou pretéritos (Figura 3.18). Estes
métodos sdo amplamente utilizados para muitos propdsitos em biogeografia, biologia da
conservacao e ecologia (ELITH et al., 2011; KOZAK; GRAHAM; WIENS, 2008).

Registros georreferenciados Varidveis ambientais

Precipitacdo
Temperatura

™ Sazonalidade

Projecdo

Figura 3.18 Esquema da estratégia basica de modelagem de nicho ecoldgico. Registros de ocorréncia
georreferenciados sdo utilizados como pontos para coleta de informagdes de diferentes variaveis igualmente
georreferenciadas. A partir destas informacdes, diferentes algoritmos calculam distribuicBes relativas e/ou as



80

projetam para diferentes intervalos cronolégicos em um sistema retroalimentado pelas variaveis disponiveis em
diferentes espacos temporais.

Nas Ultimas duas décadas, houve um grande desenvolvimento em termos de
modelagem de distribuicdo de espécies, disponibilizando varios métodos voltados a este tipo
de andlise: métodos de distdncia (profile methods) como BIOCLIM e distancia de
Mahalanobs; métodos baseados em regressao, como modelos lineares generalizados (GLM) e
modelos aditivos (GAM); e os sofisticados métodos de aprendizagem de maquina (machine
learning) como algoritmos genéticos (GARP) e método de Méaxima Entropia (MAXENT)
(ELITH et al., 2011; PHILLIPS; ANDERSON; SCHAPIRE, 2006; VARELA; LOBO;
HORTAL, 2011). De modo geral, estes métodos podem utilizar dados de presenca, auséncia e
até mesmo abundancia, para relacionar condi¢fes ambientais georreferenciadas especificas
das coordenadas onde os registros foram anotados (ELITH et al., 2011).

Dentre os métodos disponiveis, 0 método de Méxima Entropia, compilado no software
MaxEnt (PHILLIPS et al., 2006), tem se mostrado o0 mais robusto frente a diferentes tipos de
dados e variaveis ambientais, bem como frente a predicdo de adequabilidade ambiental em
projecdes futuras e pretéritas (DUQUE-LAZO et al., 2016; FOURCADE et al., 2014; VAN
GILS et al., 2012). O MaxEnt possui ainda a vantagem de trabalhar bem com apenas dados de
presenca de espécies, ndo necessitando obrigatoriamente de dados de auséncia conhecida, o
que facilita o trabalho quando ndo se conhece toda a extensdo da distribuicdo da espécie
(PHILLIPS; ANDERSON; SCHAPIRE, 2006). Devido as suas vantagens metodoldgicas e
facilidade, serd dado énfase a essa metodologia, em detrimento dos demais métodos de
modelagem, visando esclarecer brevemente os principios do método além do termo machine

learn.

3.3.3.1 Principio por tras do MaxEnt

O MaxEnt (PHILLIPS; ANDERSON; SCHAPIRE, 2006) assume um lista de presenca
de espécies como referéncia, bem como um conjunto de preditores ambientais (por exemplo,
precipitacdo, temperatura...) em uma paisagem definida pelo usuério que é dividida em
células de grade. A partir desse cenario, 0 programa extrai uma amostra aleatéria de pontos a
partir do “backgroud”, que contrastam com os locais de presenca. O MaxEnt introduz um
conceito de “pseudoauséncia”, considerando que o0s pontos aleatérios correspondem a
auséncia verdadeira, ou seja, locais de baixa adequabilidade ao longo do espaco amostrado
(ELITH et al., 2011).
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Originalmente, o0 MaxEnt foi empregado para estimar a densidade de presencas ao
longo da paisagem (PHILLIPS; ANDERSON; SCHAPIRE, 2006). Neste sentido, a estimativa
de densidade supde implicitamente que os individuos foram amostrados aleatoriamente na
paisagem, ou seja, as amostras ocorrem em proporcdo a densidade populacional. Quando o
tamanho total da populacédo é conhecido, esses modelos preveem a taxa de ocorréncia em uma
célula, definida como o numero esperado de individuos na célula (ELITH et al., 2011). No
entanto, o tamanho da populacédo real é frequentemente desconhecido, de modo que apenas
comparacOes relativas entre essas taxas sdo significativas, resultando em uma Taxa de
Ocorréncia Relativa (ROR, Relative Occurrence Rate), a saida bruta do MaxEnt (MEROW;
SMITH; SILANDER, 2013). Em outras palavras, 0 ROR é a probabilidade relativa de que
uma célula esteja contida em um conjunto de amostras de presenca (PHILLIPS et al., 2017).

O MaxEnt pode ser usado para prever a probabilidade de presenca utilizando uma
transformacdo do ROR, chamada “output logistico” (PHILLIPS et al., 2017), que se baseia
em fortes suposi¢Oes que tem sido criticadas (ELITH et al., 2011). Pode-se assumir que 0s
dados de presenca sdo uma amostra aleatoria de individuos (por vezes, uma Suposi¢cdo
questionavel) e prever RORs (uma interpretacdo razodvel da saida de MaxEnt) ou podem
assumir que os dados representam uma amostra aleatdria de espaco (suposi¢do possivel se 0
viés de amostragem ndo for um problema) e prever a probabilidade de presenca (uma
interpretacdo duvidosa da saida do MaxEnt) (MEROW; SMITH; SILANDER, 2013). Em
casos em que € possivel assumir a homogeneidade da amostragem e a interpretacdo
probabilistica do resultado do modelo, é possivel simplesmente interpretar as previsdes do
MaxEnt como indices de adequabilidade de habitat (ELITH et al., 2011; PHILLIPS;
ANDERSON; SCHAPIRE, 2006), o que pode ser util para analises exploratérias qualitativas
(KOZAK; GRAHAM; WIENS, 2008).

Embora as especificidades do algoritmo MaxEnt sejam ligeiramente mais complexas,
serdo feitas algumas observacdes gerais (mais especificamente explicadas em MEROW,;
SMITH; SILANDER, 2013) que se relacionam a qualquer uma das interpretacdes da saida do
modelo, com foco especial nas RORs, uma vez que essas sdo as grandezas fundamentais
previstas pelos modelos de entropia maxima. O modelo bésico para definicdo das RORs

[P*(z(x; ))] a partir do MaxEnt pode ser definido da seguinte maneira:

exp(z(x)A)
2 exp(z(x;)A)

P * (z(xi)) =
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onde z é um vetor resumido de / variaveis de uma determinada célula x;, e A é um
vetor do coeficiente de regressdo de z (ELITH et al., 2011). Note que as RORs séo
relativizadas pela soma das unidades em todas as células de grade no estudo, criando um
efeito de normalizacdo (ELITH et al., 2011). A normalizacdo garante que as taxas de
ocorréncia sejam, de fato, taxas de ocorréncia relativas (PHILLIPS et al., 2017).

Uma vez que as previsdes sdo feitas para cada célula na paisagem, aplica-se o
principio da méaxima entropia (PHILLIPS, 2004) que postula que os modelos devem ser
escolhidos de forma tdo semelhante quanto possivel as expectativas anteriores, a0 mesmo
tempo que sdo consistentes com os dados, chamada distribuicdo a priori, Q(xj). A entropia
relativa (ou divergéncia de Kullback-Leibler) mede a semelhanca da predicdo com a
distribuicdo a priori por:

P (z(x))
ZP * (z(x;)) * log———= e

normalmente, a distribuicdo a priori é uma distribuicdo uniforme no espaco
geogréfico, significando que todas as células sdo, em tese, igualmente provaveis de conter um
individuo (embora outras premissas sejam possiveis) (veja MEROW; SMITH; SILANDER,
2013). Esta suposicdo corresponde a Q(x;) = 1/N, onde N € o numero de células de grade
envolvidas na analise (PHILLIPS, 2017). A partir destes resultados o MaxEnt introduz
funcBes de ganho (uma funcdo de Maxima Verossimilhanca Penalizada) e fungdes de
regularizacdo (thresholds) para aumentar o contraste entre areas adequaveis ou nao (ELITH et
al., 2011). Finalmente, o programa gera uma matriz de tamanho correspondente ao espaco
geografico definido pelo usuario onde cada termo da matriz contém um valor de ROR
(transformado logisticamente ou ndo a escolha do usuario) em funcdo das variaveis (ou

preditores) de entrada.

3.3.3.2 Implicacgdes & modelagem

As propriedades anteriormente descritas para 0 modelo MaxEnt possuem varias
implicagdes a respeito de seu uso. Andlises analiticas de cada uma das propriedades do
modelo e suas consideragdes inerentes podem ser encontradas em Elith et al. (2011) e Merow
et al. (2013). Contudo, alguns breves pontos serdo salientados.

H& uma intrinseca dependéncia de amostragem ndo enviesada no modelo MaxEnt
(como em todos os métodos ENM), logo, um conjunto abrangente de registros de presenca e

limpos de duplicatas e erros é critico para obter modelos acurados (ELITH et al. 2011). Ainda
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assim, existem métodos com recursos disponiveis para lidar com dados enviesados
(FOURCADE et al., 2014; MEROW,; SMITH; SILANDER, 2013; PHILLIPS et al., 2017).
As principais alternativas para acomodar possiveis vieses de amostragem sao fornecer dados
de background com vieses semelhantes aos dos dados de presenca (por exemplo, usando
sitios amostrados para outras espécies no mesmo grupo biolégico) ou usar uma lista de
ocorréncias de areas enviesadas (veja um exemplo em ELITH et al., 2011).

Uma segunda consideracdo importante diz respeito a projecdo das variaveis. Essas
devem ser projetadas em mesma escala, qualquer regido cobrindo uma faixa nao trivial em
latitude (digamos, mais de 200 km, especialmente longe do equador) terad células de grade de
area varidveis. Por exemplo, em é&reas de ampla distribuicdo latitudinal, as projecdes
geodésicas podem apresentar distorcdes de até 1,3 vezes arcmin entre areas equatoriais e
polares (ELITH et al., 2011). Como o MaxEnt amostra células implicitamente assumindo que
as mesmas tenham areas iguais, comparacOes entre células com é&reas diferentes poderiam
causar distorgdes de estimativas reais de adequabilidade (MEROW,; SMITH; SILANDER,
2013). A solucdo é obviamente, reprojetar as varidveis para uma projecdo UTM (como
SIRGAS 2000, WGS84 ou SAS69), criar uma grade de Vviés, ou criar sua prépria amostragem
de background com pesos de amostragem apropriados (veja exemplos em ELITH, 2011).

Outro aspecto interessante é que os resultados provenientes do MaxEnt sdo fortemente
afetados pela paisagem (regido) utilizada (DUQUE-LAZO et al., 2016). Conceitualmente, a
paisagem deve incluir toda a gama ambiental na qual as espécies estariam potencialmente
presentes e excluir areas que ndo foram pesquisadas ou que ndo possuem possibilidade de
ocorréncia (ELITH, 2011). Além disso, a regido incluida como background deve ser
cuidadosamente selecionada, visando incluir as areas que seguramente ndo ha registros da
espécie ao longo da regido selecionada para o estudo.

Por fim, a comparacdo de modelos entre diferentes espécies deve ser feita com cautela,
principalmente quanto ao uso dos resultados logisticos, visto que probabilidade de presenca é
definida apenas em relacdo a um dado nivel de esforco de amostragem, que como padréo €
assumido como aquele que resulta em 50% de chance de observar as espécies em areas
adequadas (MEROW; SMITH; SILANDER, 2013). Isso apresenta alguns desafios para as
comparagOes entre areas adequaveis para diferentes espécies, mas isto € um resultado direto
do uso de dados exclusivamente de presenca e ndo é¢ uma particularidade do MaxEnt.

Do ponto de vista dos euglossineos, muitos destes problemas sdo contornaveis ja que
sistematicos levantamentos tém sido realizados ao longo dos dltimos 50 anos, e tem-se

atualmente uma boa ideia da distribuicdo da maior parte das espécies. Deste ponto de vista, 0
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uso de métodos de modelagem de nicho, e especificamente 0 MaxEnt, possui grande potencial
para diversas andlises, incluindo andlises complementares a Filogeografia, Biogeografia e

Ecologia e Conservacao.
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3.4 As ABELHAS DAS ORQUIDEAS

Muito devido ao seu importante papel ecoldgico como polinizadores, mas também por
sua evidente relacdo com a diversificacdo das angiospermas, as abelhas constituem um dos
mais extraordindrios grupos dentre os himenopteros (MICHENER, 2000; FENSTER et al.,
2004; DANFORTH et al., 2006; DOTTERL; VEREECKEN, 2010). Em ndmeros, abelhas
(Apoidea: Anthophila) representam um grupo de cerca de 20 mil espécies distribuidas em sete
familias (Figura 3.19), dentre as quais Apidae se destaca como a maior familia com cerca de
5,700 espécies (MICHENER, 2000; ASCHER; PICKERING, 2017).
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Figura 3.19 Evolucdo de Apoidea (Hymenoptera: Aculeata). Topologia parcial da filogenia de Hymenoptera:
Apocrita, apresentando a posi¢do das sete familias de abelhas (Anthophila) resultante da analise de 854 locos
(203.095 Kb) com 38 pontos de calibracdo, modificado de Branstetter et al. (2017). Destaque para a posicdo de
Formicidae como grupo irméo de Apoidea a qual sugere uma ancestralidade comum para comportamento social.
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Mais do que um grande nimero de espécies, as abelhas trazem uma variedade de
historias bioldgicas e nichos. Habitando de zonas temperadas aos tropicos, nidificando no
solo, em madeira, ou a partir de resina, vivendo de forma solitaria ou altamente social, em
praticamente todos os lugares as abelhas apresentam-se como intrigantes modelos de evolucéo
e adaptacdo (DANFORTH et al., 2006; HEDTKE; PATINY; DANFORTH, 2013;
SERRANO-CINCA; FUERTES-CALLEN; MAR-MOLINERO, 2005).

As abelhas da tribo Euglossini (Eu gr. verdadeiro; glossa gr. lingua) apresentam um
conjunto de caracteristicas impares que as destacam das demais. Exemplo dessa singularidade
é a alta especializacdo dos machos destas abelhas, os quais possuem modificacdes estruturais
nas pernas protoracicas, médias e posteriores com estruturas e tecidos especializados para
explorar e armazenar compostos aromaticos utilizados para o comportamento de corte
(ROUBIK; HANSON, 2004; DRESSLER, 1982; ELTZ; ROUBIK; LUNAU, 2005; ELTZ;
SAGER; LUNAU, 2005). Este tipo de comportamento é bastante singular e coloca os
euglossineos dentre as poucas abelhas neotropicais com intima relagdo com angiospermas
sem especificidade por pdlen (REBELO, 2001).

A coloracdo metalica e iridescente do integumento de diversos membros desta tribo é
outra caracteristica que chama a atencdo para o grupo (Figura 3.20, A-C), embora vaérias
espécies possam apresentar integumento de cor escura e altamente pubescente (Figura 3.20-
D). Do mesmo modo, o comprimento da lingua, a qual pode por vezes ultrapassar o tamanho
do proprio corpo é também uma caracteristica relevante de Euglossini. Esta caracteritica é tdo
impar dentre os membros do grupo que deu origem ao nome da tribo (Figura 3.20-E). Dentro
da tribo, uma grande variacdo de tamanho dentre as diferentes espécies é também notavel,
variando de poucos milimetros, a exemplo de Euglossa crassipunctata, que tem
aproximadamente 8 mm, até cerca de 20 mm, como acontece com diversas espécies do género
Eulaema (ROUBIK; HANSON, 2004; DRESSLER, 1982).



Figura 3.20 Espécimes representativos de cada um dos cinco géneros da tribo Euglossini: A) Aglae caerulea, B)
Eulaema nigrita, C) Exaerete smaragdina, D) Eufriesea dentilabris, E) Euglossa stellfeldi. F) Exemplo da area
aveludada da metatibia de um macho de Euglossa stellfeldi com destaque para os tufos ou coxins mesotibiais
(lado esquerdo), frequentemente utilizados para diagnose de espécies. Destaque para a abertura da abertura da
metatibia através da qual as abelhas masculinas depositam e armazenam fragrancias quimicas.

O estudo da tribo continua em progressdo desde a década de 1960 quando descobriu-
se que os machos destas abelhas eram atraidos por compostos aromaticos (VOGEL, 1963,
1966; DODSON et al., 1969). Até o momento da realizacdo desta revisdo, 0 motor de

indexacdo do GoogleScholar indexava incriveis 7530 resultados para producgdes bibliogréaficas
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incluindo a0 menos um dos termos: “Euglossini”, “Orchid bees”, “euglossine” ou
“euglossina”. Estes resultados crescem exponencialmente a mediada que novas espécies

foram descritas, a qual aumentou significativamente apos a década de 1960 (Figura 3.21).
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Figura 3.21 Evoluc¢do dos trabalhos sobre abelhas das orquideas ao longo do tempo. A — NUmeros de resultados
correspondendo as publicagdes cadastradas na plataforma GoogleScholar até janeiro de 2018 contendo qualquer
uma das palavras-chave: “Euglossini, Orchid bees, euglossine, euglossina”; B — NUmero de espécies validas
descritas com base em seus respectivos anos de descri¢cdo com base em Moure et al. (2012).

Atualmente a tribo Euglossini compreende cerca de 240 espécies distribuidas em cinco
géneros (Aglae, Eufriesea, Euglossa, Eulaema e Exaerete?; Figura 2), com alguma variacéo a
depender da aceitacdo de determinadas bibliografias sobre o status taxonémico de alguns
grupos de espécies (MOURE; MELO; FARIA JR, 2012; NEMESIO, 2009).

3.4.1 A origem das abelhas das orquideas

A determinacdo da origem dos euglossineos passa fundamentalmente pela descricéo
precisa das relacdes filogenéticas do grupo frente as demais abelhas corbiculadas, tendo ainda
fortes implicacbes sobre a compreensdo da evolucdo do comportamento social e aspectos
biogeograficos. Infelizmente, a posicédo filogenética dos euglossineos em relagdo aos grupos
mais proximos esta longe de ser um consenso e vém sofrendo varias modificaces ao longo
do tempo (MICHENER, 1944, 1990, 2000; CARDINAL; PACKER, 2007; KAWAKITA et
al., 2008; CARDINAL; STRAKA; DANFORTH, 2010; DANFORTH et al., 2013,
ROMIGUIER et al., 2016; BOSSERT et al., 2017).

Ha de fato consenso sobre a monofilia da tribo Euglossini com as demais abelhas
corbiculadas. A presenca dessa estrutura (a corbicula) é também a principal sinapomorfia que

retne os grupos de abelhas com variavel nivel de socialidade, as tribos Euglossini, Apini,

2 Devido a ambiguidade da abreviacdo dos nomes dos géneros da tribo Euglossini, usar-se-4 0s
acronimos El., Ef., Eg., EX., para se referir respectivamente a Eulaema, Eufriesia, Euglossa e Exaerete onde o
uso do padrdo internacional ndo for suficientemente explicito.
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Meliponini e Bombini (MICHENER, 1990), monofilia que vem sendo corroborada por dados
moleculares (BOSSERT et al., 2017; CARDINAL; STRAKA; DANFORTH, 2010;
KAWAKITA et al., 2008; ROMIGUIER et al., 2016)

Por outro lado, os resultados em relagdo a filogenia interna dos corbiculados ndo séo
igualmente concisos. Entre arvores de genes, carateres comportamentais, estruturas de ninhos
e caracteres morfoldgicos, Cardinal e Packer (2007) identificaram 16 diferentes hipoteses de
filogenia, dentre as quais a topologia proposta por Michener (1944): (Euglossini + (Bombini
(Apini + Meliponini))), figura entre as mais recuperadas, sendo inclusive corroborada pelo
consenso de Cardinal e Packer (2007). Adicionalmente, dados moleculares tém identificado
duas outras hipoteses alternativas com alto nivel de sustentacdo. A primeira delas propde o
agrupamento (Bombini + Meliponini) + (Euglossini + Apini) (daqui em diante EA), como a
hiptese mais provavel (KAWAKITA et al., 2008; CARDINAL; STRAKA; DANFORTH,
2010; DANFORTH et al., 2013). A segunda delas, a partir de dados filogenémicos corrigindo
um desvio de ruido filogenético das regides GC do genoma (ROMIGUIER et al., 2016;
BOSSERT et al., 2017), corroboram a relacdo Bombini + Meliponini, como todas as demais
hipteses moleculares, porém coloca Apini como grupo irmdo de Bombini + Meliponini e
Euglossini como grupo externo (daqui em diante E+ABM): (Euglossini + (Apini + (Bombini
+ Meliponini)) (ROMIGUIER et al., 2016; BOSSERT et al., 2017).

Cabem aqui algumas consideracdes quanto as duas hipdteses moleculares. Se por um
lado a hip6tese EA ¢é baseada em apenas alguns “poucos” locos (respectivamente, sete e doze
locos) (KAWAKITA et al., 2008; CARDINAL; STRAKA; DANFORTH, 2010), a mesma
possui uma quantidade significativamente maior de taxons para a reconstrucdo. Ainda assim,
a hipdtese E+ABM de Romiguier et al. (2016), tem a vantagem de ser apoiada em centenas de
locos espalhados por todo o genoma. Ha também o fato de que a hip6tese E+ABM torna-se
mais parcimoniosa a evolucdo do comportamento social partindo de Euglossini e aumentando
em complexidade em dire¢do a Apini e Meliponini.

A despeito das importantes implicacdes sobre a evolu¢do do comportamento social nas
abelhas trazidas por estas duas hipoteses (veja a sessdo: Aspectos comportamentais), por hora,
sera direcionada a atencdo para 0s aspectos geologicos decorrente desta ultima hipotese

(Figura 3.22), com énfase nas implicacOes para a diversificagao da tribo Euglossini.
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Figura 3.22 Filogenia das abelhas corbiculadas baseadas em andlises filogendmicas corrigindo o viés do
conteido GC (ROMIGUIER et al. 2016). Filograma resumido das 100 melhores arvores Bayesianas retirado de
Bossert et al. (2017). N6 em destaque agrupa as espécies que representam as tribos dos corbiculados com
comportamentos sociais mais estruturados.

Em Cameron (2004) encontram-se importantes consideracGes a respeito da possivel
origem dos euglossineos do ponto de vista filogenético, porém pouca énfase é dada sobre os
aspectos geoldgicos e biogeograficos envolvidos neste processo. De fato, poucos trabalhos se
concentraram na elucidacdo de quando e onde exatamente a tribo Euglossini teria surgido, e é
bem provavel que a depender dos taxons selecionados para tanto, multiplas hipdteses
plausiveis sejam levantadas, dada a complexidade historica da regido Neotropical.

Embora possam existir algumas diferencas quanto ao agrupamento interno de
filogenias em Euglossini (ver secdo Aspectos Filogenéticos), o que limita as consideragdes de
detalhes do processo, a época estimada para o surgimento do grupo aparece com certa
concordancia em diferentes trabalhos. Em uma filogenia para toda a familia Apidae utilizando
12 genes diferentes, Cardinal, Stracka e Danfoth (2010) realizaram datacbes para
diversificacdo da familia utilizando o principio do relégio molecular calibrado via registro
fossilifero. A partir dos resultados destes autores é possivel observar uma data aproximada de
35 milhGes de anos antes do presente para o provavel surgimento e diversificacdo dos
primeiros euglossineos (CARDINAL; STRAKA; DANFORTH, 2010).

Interessantemente, datacdo semelhante é encontrada por Ramirez et al. (2010a) em um
estudo independente, analisando a filogenia de Euglossini a partir de diversos taxons e genes

diferentes dos utilizados por Cardinal et al. (2010) (ver detalhes na secdo: Aspectos
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filogenéticos). Estes dados permitem fixar com bom nivel de seguranca um periodo em torno
de 35 e 40 Ma a. p. para a coalescéncia de todos os euglossineos até seu ancestral comum
mais recente.

Outro aspecto interessante em relacdo ao surgimento dos Euglossini, diz respeito a
separacdo entre a linhagem do “Protoeuglossini”™ e seu grupo irmao, os demais corbiculados,
a partir do ancestral comum mais recente. Os resultados de Cardinal et al. (2010) suportam a
separacdo entre Apini e Euglossini ha cerca de 75 milhdes de anos antes do presente, cerca de
20 milhdes de anos antes de coalescer com o ancestral dos corbiculados (~95 Ma a. p.)
(CARDINAL; STRAKA; DANFORTH, 2010) e 20 milhdes de anos antes de coalescer com
todos os outros Apidae (~110 Ma a. p.) (BRANSTETTER et al., 2017; JOHNSON et al.,
2013).

Em resumo, tragcando uma linha de volta ao tempo, tem-se todos os euglossineos
coalescendo entre 35 e 40 Ma, Euglossini e Apini (ou Apini + (Meliponini + Bombini) a cerca
de 75 Ma, corbiculados a 95 Ma e Apidae a cerca de 110 Ma. Considerando que a separagdo
completa entre América do Sul e Africa é estimada também para cerca 110 Ma (LAVINA;
FAUTH, 2016), a evolugdo de toda linhagem ancestral de Euglossini (“Protoeuglossini”)
deve ter se dado ja no continente sul-americano.

E importante ressaltar as condicbes da paisagem ao longo da evolugdo dos
euglossineos para entender melhor os aspectos sobre sua origem. A historia geoldgica da
América do Sul é riquissima neste periodo (ultimos 120 Ma), na qual intensas modificacfes
geoldgicas e bioldgicas aconteceram (veja a secdo 3.2 Formacdo e Biogeografia da América
do Sul: Aspectos Gerais). Bastaria relembrar que neste periodo, houve a formacéo do Oceano
Atlantico e Cordilheira dos Andes (LAVINA; FAUTH, 2016), porém interessantemente o
surgimento dos euglossineos atuais ocorre apds e durante uma série de acontecimentos
favoraveis a formacéo de florestas tropicais.

Com base nas datacOes atuais estimadas para o surgimento dos euglossineos, 0s
principais acontecimentos devem ter se dado a partir das épocas Eoceno (~50-32 Ma a. p.) e
principalmente Oligoceno [~32-23 Ma a. p.] (COHEN et al.,, 2014). O Eoceno é
principalmente marcado por uma fase de estabilidade climatica, mais quente do que o
presente [>10°C] (PEARSON et al., 2007), que dava condi¢Ges de formacdo vegetal em

latitudes ainda menores do que as atuais, mesmo na regido Patagbnica (JARAMILLO;

* O termo “Protoeuglossini” é aqui utilizado para referir-se a linhagens dos euglossineos antes da
diversificacdo dos cinco géneros, porém apés a divergéncia do grupo ancestral dos corbiculados.
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RUEDA; MORA, 2006). Ao longo deste periodo a América do Sul ja contava com uma
posicdo latitudinal privilegiada, principalmente apds o isolamento Antartico no fim do Eoceno
e o congelamento daquele continente (CARTER et al., 2017) acompanhado de um rapido
periodo glacial que pode ter forgado a biota tropical em direcdo ao norte (LAVINA; FAUTH,
2016).

Rebélo (2001) faz importantes contribui¢cbes sobre os aspectos biogeograficos do
surgimento das abelhas das orquideas. Em seu livro, Rebélo ressalta o isolamento da América
do Sul ao longo de praticamente todo o Paleogeno e Neogeno superior (~65-10 Ma a. p.)
como fator propicio a diversificacdo dos euglossineos neste continente, o qual voltou a se
conectar com a America Central apenas no final do Neogeno (Mioceno, ~3.5 Ma a. p.).
Contudo, alguns aspectos devem ser ressaltados a luz das descobertas mais recentes.

Existem, por exemplo, indicios de que haviam ligacGes fluviais entre a regido sul do
Panamé e o norte da Colémbia ja em meados do Mioceno [15-10 Ma a. p.] (MONTES et al.,
2015). Deste modo, é possivel que a colonizacdo da Ameérica Central tenha ocorrido muito
antes dos atuais 3 ou 5 Ma antes estimados para o fechamento do Istmo do Panama. Vale
ressaltar que uma importante regressdo marinha é esperada durante a transicdo entre Eoceno e
Mioceno, devido ao congelamento Antartico (MERICO; TYRRELL; WILSON, 2008). Em
outras palavras, ha 40 Ma a. p. a Bacia Amazbnica, em sua por¢do mais leste-central,
apresentaria condicbes favoraveis para a diversificacdo dos euglossineos, bem como,
potenciais conexfes poderiam ter surgido, principalmente nos ultimos 20 Ma a. p.,
propiciando a colonizacdo da América Central, a qual teria sido forcada pelo gradual
resfriamento ao longo do Mioceno.

Interessantemente, o registro fossilifero disponivel corrobora a ocorréncia dos
euglossineos em latitudes mais elevadas entre 15 e 20 Ma, registros de depositos
Dominicanos de &mbar do Mioceno (15-20 Ma a. p.) apontam indubitavelmente a existéncia
da linhagem do género Euglossa viventes aquela época nas vulcanicas ilhas protoantilicas
(ENGEL, 1999), e mesmo antes disso, existem registros fosseis que apontam a existéncia de
euglossineos na mesma regido mesmo antes disso, entre 20 e 30 Ma a. p. (POINAR, 1998).

Embora haja controvérsias se o fdssil supracitado seria um ancestral do género
Euglossa (Paleoeuglossa mellisiflora®) ou Eufriesea (ENGEL, 1999), seguramente este

registro indica a ocorréncia de euglossineos colonizando e se diversificando na regido

* A descricdo morfolégica do fossil Paleoeuglossa mellissiflora (Poinar, 1998) é bastante sucinta, e
deste modo, segue-se de acordo com Engel (1999), o qual transfere a espécie e cria a combinacdo Eufriesea
mellisiflora (Poinar, 1998).



93

caribenha, bem antes do fechamento definitivo do Istmo do Panama. Este fato ressalta ainda a
possibilidade de diversificacdo dos euglossineos em outras areas que ndo a bacia Amazonica.

Finalmente, é importante considerar que as informacbes sobre a espécie fossil
Eufriesea mellisiflora (Poinar, 1998) sdo geralmente desconsideradas nas datacOes
moleculares devido a sua posi¢do dubia, o que poderia indicar uma origem pretérita para o
grupo. Contudo, os melhores indicios disponiveis indicam que os primeiros euglossineos
surgiram por volta de 40 Ma a. p. na regido da Bacia Amazoénica. Vale ainda ressaltar que
embora a Bacia Amazonica seja considerada aqui o berco dos primeiros euglossineos, é
plausivel que a diversificacdo de muitas espécies do grupo tenha sido mais complexa e que
ondas de colonizacdo em diferentes sentidos devem estar presentes na historia biogeografica
do grupo.

3.4.2 Aspectos Sistematicos

Como dito anteriormente, a descoberta dos compostos aromaticos como atrativos para
0os machos de euglossineos contribuiu substancialmente para o aumento no numero de
trabalhos descrevendo novas espécies (NEMESIO, 2009; ROUBIK; HANSON, 2004). No
entanto, o conhecimento sobre a sistematica e filogenia da tribo Euglossini continua ainda em
construcdo e apenas alguns padrbes que se apresentam de forma mais clara seréo descritos.

Sistematicamente o grupo vem sofrendo uma série de modificacdes ao longo do
tempo. Durante anos, a tribo foi subdividida em seis géneros, quatro de vida livre (Eufriesea,
Euplusia, Euglossa e Eulaema) mais dois cleptoparasitas (Aglae e Exaerete), até Kimsey
(1979, 1982) reorganizar a tribo em apenas cinco géneros atualmente aceitos (Figura 3.22).
Kimsey (1979) trata Euplusia Moure (1944) como sinénimo junior de Eufriesea Cockerell
(1908). De acordo com esta autora, a terminalia das espécies em Euplusia ndo apresentaria
diferengas suficientes para sustentar a separacdo de Eufriesea. Ainda embora o proprio padre
Moure tenha mantido sua posicdo em relacdo ao género Euplusia e tenha continuado a
descricdo de novas espécies, mesmo ap0s as publicacbes de Kimsey (MOURE, 1999;
MOURE; LUZ, 2001), assumir-se-a aqui a posi¢cdo mais aceita na literatura, considerando
validos os cinco géneros (como na Figura 3.20).

Aglae Lepelier & Serville 1825 é um género bastante peculiar em Euglossini pois
apresenta apenas uma Unica espécie (Aglae caerulea) de grande tamanho (20-25 mm; Figura
3.20-A), cleptorasita exclusivo de Eulaema (DRESSLER, 1982a). A distribuicdo desta abelha
restringe-se a florestas Umidas da bacia Amazdnica e areas adjacentes, além da regido de
Choc6 (MOURE; MELO; FARIA JR, 2012; RAMIREZ; DRESSLER; OSPINA, 2002)
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Exaerete Hoffmannsegg 1817 compde com Aglae o grupo dos cleptoparasitas em
Euglossini, utilizando tanto ninhos de Eulaema quanto Eufriesea (ROUBIK; HANSON,
2004). Exaerete apresenta oito especies descritas (MOURE; MELO; FARIA JR, 2012) que
sdo reconhecidos por exibir a metatibia duas ou trés vezes mais longa do que larga (Figura
3.20-B) e asas escurecidas. O tamanho intraespecifico de Exaerete pode variar
consideravelmente, talvez refletindo a falta de provimento em determinadas ou mesmo a
depender da espécie parasitada (ROUBIK; HANSON, 2004). Chaves de identificacdo para
Exaerete sdo encontradas em Roubik e Hanson (2004) e Nemésio (2009).

Eulaema Lepeletier 1841 compreende atualmente a 21 espécies com 0s maiores
tamanhos dentre os euglossineos (entre 18 e 31 mm) (MELO et al., 2008), com coloragédo
escura, pouco metalica e alta pubescéncia no tegumento. O género é amplamente distribuido,
com espécies como E. nigrita ocorrendo em quase toda regido Neotropical.
Taxonomicamente, o género € dividido em dois subgéneros Apeulaema e Eulaema (sensu
stricto) (MOURE, 1950; MELO, 2014), os quais foram redefinidos por Melo (2014) para
corresponder a hipotese de filogenia molecular de Ramirez et al. (2010a), que por sua vez
aponta uma parafilia entre os subgéneros segundo a classificacdo de Moure (1950).

As observacdes de Melo (2014) definem EI. (Apeulema) basicamente como abelhas do
género Eulaema que possuem uma conspicua depressdo basal e circular no basitarso posterior
com denso tufo de cerdas finas, além de longas cerdas na margem posterior do basitarso
posterior. Por outro lado, El. (Eulaema) ndo apresenta a estrutura circular com tufos, mas sim
um basitarso ainda mais concavo na face externa com cerdas esparsas; variagdo na extensao
apical da fenda metatibial; franjas da abertura ndo se projetam sobre a margem inferior da
tibia e a ponta das franjas ndo ultrapassa o apice da projecdo tibial externa. Existem ainda
subdivisbes de grupos de espécies, a exemplo dos géneros mais diversos. El. (Apeulaema)
possui dois grupos (“speciosa” e “cingulata”) enquanto El. (Eulaema) possui quatro grupos
(bombiformis, meriana, polyzona e seabrai). Chaves de identificacdo para Eulaema (sensu
amplo) séo encontradas em Roubik e Hanson (2004), Melo (2014) e Nemésio (2009).

Eufriesea Cockerell 1908 é o segundo género mais rico em espécies na tribo
Euglossini com 67 espécies ocorrendo desde o México a Argentina (MOURE; MELO;
FARIA JR, 2012), tornando-se recentemente o segundo género com registro para os Estados
Unidos (Ef. coerulescens) em areas de parques de Eddy County NM e Culberson County TX
(GRISWOLD; HERNDON; GONZALEZ, 2015). Este género possui uma marcante
sazonalidade ocorrendo em poucos meses do ano, geralmente entre outubro e fevereiro
(DRESSLER, 1982a; ROUBIK; HANSON, 2004), o que dificulta a descricdo detalhada de
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seus aspectos biologicos. Aparentemente, estas abelhas podem néo ser tdo sensiveis quanto 0s
demais euglossineos as esséncias frequentemente utilizadas em inventarios e podem
responder a diferentes compostos ainda ndo explorados (DEC; DA SILVA MOUGA,
ALVES-DOS-SANTOS, 2017).

De acordo com Roubik e Hanson (2004), Eufriesea se define por possuir face com
coloragdo metélica, sem machas circulares no labro e raramente com apenas uma linha medial
no clipeo. Eufriesea é dividido em doze grupos de espécies (KIMSEY, 1982), embora
recentes analises moleculares tenham indicado que varios destes grupos ndo sdo monofiléticos
(RAMIREZ et al., 2010) e alguns destes tenham sofrido revisdo nos dltimos anos
(GONZALEZ; GRISWOLD; SIMOES, 2017). Chaves de identificacdo para Eufriesea s&o
encontrados em Kimsey (1982), Roubik e Hanson (2004) e Nemésio (2009).

De todos os géneros, Euglossa Latreille 1802 é o género com o maior nimero de
espécies, aproximadamente 130 espécies descritas (MOURE; MELO; FARIA JR, 2012) e ndo
surpreendentemente exibe o maior nimero de subgéneros e grupos de espécies. Ao total sdo
seis subgéneros (Dasystilbe, Glossura, Glossurella, Glossuropoda, Euglossella, Euglossa) e
12 grupos de espécies (DRESSLER, 1982a, 1982b, 1982c; ROUBIK; HANSON, 2004), dos
quais varios tém se mostrado nio monofiléticos frente as analises moleculares (RAMIREZ et
al., 2010).

De modo geral, membros do género Euglossa sdo facilmente reconhecidos por
apresentar a fenda metatibial curta, sem alcancar a margem inferior da metatibia e curvada na
porcdo inferior (Figura 3.20-E); mesotibia com tufos/coxins presentes (1 a 3) na porcao apical
da érea aveludada (Figura 3.20-F); labro usualmente esbranquicado com duas manchas ovais
escuras.

Espécies do género Euglossa sdo as menores abelhas da tribo com cerca de 8 mm de
comprimento como espécies do grupo crassipunctata (DRESSLER, 1982c), mas podendo
chegar a abelhas de médio porte, como Eg. imperialis e Eg. intersecta que podem ter cerca de
15 mm (MELO et al., 2008; ROUBIK; HANSON, 2004). Todas as espécies do género séo de
vida livre e apresentam um amplo espectro de colora¢do integumentar metalica entre verde,
vermelho, dourado, tons cupreos e azuis. Chaves de identificagdo para diversas espécies de
Euglossa sdo encontradas em Rebélo e Moure (1995), Roubik e Hanson (2004) e Nemésio
(2009).
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3.4.3 Aspectos Biogeograficos

As abelhas das orquideas representam uma fonte riquissima de informacoes
biogeogréaficas. Contudo, a exploracdo de seus padrdes tem sido pouco estudada ao longo dos
ultimos anos. E possivel que em um futuro breve, com a crescente disponibilizagio de dados
geogréficos, de ocorréncia de espécies e filogenias moleculares; o estabelecimento de padrdes
cada vez mais criteriosos para a realizacdo de inventarios e a facilidade de se analisar dados
georreferenciados, padrées mais detalhados sobre a tribo e areas de endemismo sejam
propostos e testados. As proximas paginas buscam revisar o conhecimento sobre os padrfes
biogeograficos e filogeogréficos atuais sobre os euglossineos, visando fornecer uma base
comparativa entre os resultados encontrados no presente estudo e os padrdes observados para

euglossineos.

3.4.3.1 Euglossini como modelo

Dentre uma infinidade de tdxons presentes ao longo das florestas tropicais, as abelhas
das orquideas se destacam como modelos para o estudo filogeografico devido a uma série de
modificacdes, adaptacGes e peculiaridades. Euglossineos sdo altamente diversificados,
exclusivamente neotropicais e com ampla distribuicdo (MOURE; MELO; FARIA JR, 2012;
NEMESIO, 2009; ROUBIK; HANSON, 2004), mas a0 mesmo tempo possuem altas taxas de
endemismo (NEMESIO, 2009; RAMIREZ et al., 2010) produzindo uma série de
experimentos naturais onde padrdes filogeograficos podem ser testados.

Talvez, um dos principais aspectos que sustentem o uso dos euglossineos como
modelos biogeograficos seja sua intrinseca relacdo com o seu ambiente de origem
(DRESSLER, 1982a; GIANGARELLI et al., 2009; GIANGARELLI; AGUIAR; SOFIA,
2015; PARRA-H; NATES-PARRA, 2012; SILVEIRA et al., 2015). Um exemplo interessante
é demonstrado por Silveira e colaboradores (2015) que, a0 compararem areas abertas e de
floresta, observaram que mais de 70% da distribuicdo das espécies poderia ser explicada pela
categoria ambiental estabelecida, savana ou floresta.

A relacdo de cleptoparasitismo entre congéneres no grupo € um outro exemplo
interessante. Especies dos géneros Aglae e Exaerete dependem ndo apenas da presenca das
especies parasitadas, mas por conseguinte, de que seus “hospedeiros” possuam recursos
suficientes para construcdo e provimento dos ninhos (DRESSLER, 1982a; ROUBIK;
HANSON, 2004). Esta relacdo ja foi apontada como um fator biogeogréfico sobre a
distribuicdo de Exaerete e Eulaema ao longo das florestas sul-americanas (NEMESIO;
SILVEIRA, 2006b).
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Interessantemente, espécies dos géneros Euglossa, Eulaema e Eufriesea dependem
ndo apenas da exploragcdo de varios recursos comuns a todas as abelhas, mas também de
fontes aromaticas para fins de reproducdo (ELTZ et al., 2007; ELTZ; SAGER; LUNAU,
2005), bem como Aglae e Exaerete (ROUBIK; HANSON, 2004). A busca constante destes
compostos aromaticos, coloca os euglossineos sob constante pressdo sexual (WEBER et al.,
2016), relacionada a capacidade dos machos em explorarem o ambiente e encontrarem
recursos para atracdo das fémeas (ELTZ et al., 2007; ELTZ; ROUBIK; WHITTEN, 2003) e
alteracdes no ambiente que tornem tais recursos escassos podem levar a uma estruturacdo
geogréafica ou mesmo até a especiagdo (BRAND et al.,, 2015). Finalmente, a relacdo
euglossineos/meio passa pelas diferentes restricbes ecoldgicas apresentadas por cada espécie
ou grupo de espécies (LOPEZ-URIBE et al., 2014; MILET-PINHEIRO; SCHLINDWEIN,
2005; NEMESIO; SILVEIRA, 2006a, 2006b), as quais potencialmente podem levar a
diferentes estruturagdes filogeograficas dentro de um mesmo bioma (LOPEZ-URIBE et al.,
2014). Essa relagdo indissolivel com o meio por tantas vias diferentes, torna a tribo
Euglossini um modelo impar para estudos biogeograficos, uma vez que trazem atrelado a sua
historia biogeografica também, a histéria do dominio biogeografico em si.

Um outro aspecto singular aos euglossineos, do ponto de vista filogeogréfico, é a
distingdo entre os padrdes de dispersdo de machos e fémeas de euglossineos. Como descrito
anteriormente, machos destas abelhas tem ampla capacidade de dispersdo, voando
quildmetros diariamente (WIKELSKI et al., 2010) ou mantendo fluxo génico em longas
distancias (DICK et al., 2004; POKORNY et al., 2015). Por outro lado, as fémeas aparentam
ter comportamento filopatrico®, reativando seus ninhos ou nidificando nas proximidades
(AUGUSTO; GAROFALO, 2011). Este padrdo proporciona a rara oportunidade de se
comparar dois modelos de dispersdo dentro da mesma unidade taxonémica, a qual
obrigatoriamente compartilha uma mesma historia evolutiva.

Ainda do ponto de vista Filogeografico, euglossineos apresentam uma outra facilidade
bastante conveniente para anélises moleculares. Como discutido anteriormente (Filogeografia
e seu impacto sobre a Biogeografia), estudos filogeogréaficos tradicionalmente se baseiam em
genealogia génicas necessariamente haplotipica, uma vez que heterozigosidade podem ser
encaradas como ambiguidades nas reconstrucdes genealogicas (AVISE, 2009). Deste ponto

de vista, euglossineos apresentam uma vantagem adicional, pois devido a metodologia de

> Filopatria é usada neste contexto para se referir ao fato de preferencialmente as fémeas escolherem
reativar o préprio ninho ou nidificar nas proximidades, ainda que fémeas tenham uma ampla capacidade de voo
(DRESSLER, 1982d).
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iscas odoriferas aplicadas ao longo das amostragens, apenas machos haploides séo
amostrados, como todos os machos de Hymenoptera. Este fato exclui a necessidade de
determinacdo de fase haplotipica para os locos nucleares, facilitando abordagens
genealdgicas.

A representatividade dos euglossineos também é um ponto interessante do ponto de
vista filogeogréfico. Estas abelhas sdo bastante abundantes em florestas de baixa e média
altitude, compondo cerca de até 25% das comunidades locais (ROUBIK; HANSON, 2004),
apresentando ainda uma correlacdo positiva entre a riqueza de espécies e a pluviosidade
(DRESSLER, 1982d), facilitando, por exemplo, o estudo da variacdo climatica como um fator
biogeografico. Devido sua peculiar atracdo por compostos aromaticos, euglossineos tém sido
estudados com certa padronizacao ao longo dos ultimos anos, de modo que, a maior parte dos
dados levantados sdo passiveis de comparacdo em algum nivel (GARRAFFONI; MOURA;
LOURENCO, 2017; SYDNEY; GONCALVES; FARIA, 2010). Adicionalmente, poucas
subéreas dos grandes biomas ainda ndo possuem ao menos um levantamento de espécies de
euglossineos (DE OLIVEIRA, 2007; DRESSLER, 1982a; RAMALHO; GAGLIANONE;
OLIVEIRA, 2009; ROUBIK; HANSON, 2004; STORCK-TONON; MORATO; OLIVEIRA,
2009), principalmente na Mata Atlantica (MOURE; MELO; FARIA JR, 2012; NEMESIO,
2009).

Frente ao exposto, fica evidente que as abelhas das orquideas representam um modelo
impar para o estudo filogeografico ao longo de suas respectivas distribuicGes. Poucos ou
talvez nenhum grupo monofilético apresente tantas particularidades propicias ao estudo da
variacdo de formas através do tempo e espaco, retendo uma riquissima histdria biogeogréfica

indissoluvelmente ligada a historia de seu proprio ambiente.

3.4.3.2 Padrdes Biogeograficos

Ainda que os euglossineos representem um modelo tdo atraente a estudos
filogeogréaficos e biogeograficos, pouco tem sido explorado deste grupo quando comparado a
outros taxons tradicionalmente mais estudados na Mata Atlantica e Amazo6nia. Diversos
estudos tém coberto padrdes de outros organismos, como aves (BATALHA-FILHO;
CABANNE; MIYAKI, 2012; BATALHA-FILHO; MIYAKI, 2016; CABANNE et al., 2014;
CABANNE; SANTOS; MIYAKI, 2007; RAPOSO DO AMARAL et al., 2013), serpentes
(GRAZZIOTIN et al., 2006; WUSTER et al., 2005), anfibios (THOME et al., 2010, 2014), e
invertebrados, como opilides (DA SILVA; PINTO-DA-ROCHA; SOUZA, 2016). Apenas
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recentemente alguns estudos comecaram a explorar os padrdes biogeograficos e
filogeograficos a partir dos euglossineos como modelo.

Como descrito anteriormente, abelhas das orquideas sdo amplamente distribuidas ao
longo da regido Neotropical, tanto latitudinalmente (Argentina aos Estados Unidos) quanto
longitudinalmente (Brasil a Colémbia), onde evoluem h& milhdes de anos, atingindo uma
elevada diversidade de espécies (DRESSLER, 1982d; MOURE; MELO; FARIA JR, 2012;
NEMESIO, 2009; REBELO, 2001; ROUBIK; HANSON, 2004). As tentativas de sumarizar
os padrbes biogeograficos para os euglossineos ao longo dessa ampla distribuicdo
encontraram uma estruturacdo de fauna dividida em trés grandes areas de endemismo:
América Central (AC), Amazbnia (AM) e Mata Atlantica (MA) (DRESSLER, 1982a;
RAMIREZ et al., 2010; ROUBIK; HANSON, 2004; SYDNEY; GONCALVES; FARIA,
2010), o que é congruente com a grande maioria da biota Neotropical (MORRONE, 2014).

Quando comparadas entre si, as regides América Central e Amazobnica tendem a
formar um grupo mais coeso quando comparados a Mata Atlantica a qual se mantém isolada
das demais regides, até certo ponto (RAMIREZ et al., 2010; SYDNEY; GONCALVES;
FARIA, 2010). Dois pontos sdo de especial interesse quanto em relacdo a este aspecto. O
primeiro deles diz respeito ao j& esperado maior compartilhamento entre Amazonia e América
Central, o qual é frequentemente reportado para a maior parte das espécies e grupo de
espécies da regido Neotropical (MORRONE, 2014). O segundo seria o isolamento da Mata
Atlantica em relacdo as demais areas que sofre grande influéncia da diagonal seca da América
do Sul. Ainda assim, Sydney, Goncalves e Faria (2010) encontraram importantes
similaridades entre a fauna de um dominio denominado ‘Paranaense” e a AmazOnia,
indicando uma possivel conectividade entre essas areas. Mais uma vez, esses corredores
pretéritos ja foram demonstrados em outros estudos (COSTA, 2003; LEDO; COLLI, 2017) e
de fato constituem um dos principais pontos de intercambio entre Mata Atlantica e Amazénia
(LEDO; COLLLI, 2017).

Embora padrdes de distribuicdo sejam uteis para o estabelecimento de padrbes
filogeograficos, os mesmos frequentemente falham em considerar as relagdes filogenéticas
entre 0s organismos, caso ndo assumam filogenias acuradas (veja a se¢do 3.1.1 Principais
Ideias e Métodos Biogeogréaficos). Ramirez et al. (2010) utilizaram uma ampla filogenia
molecular para explorar padrdes filogeograficos de forma mais refinada. Com base nos
resultados, estes autores dividiram a &rea de distribuicdo dos euglossineos em sete areas de
endemismo: América Central e Antilhas (Ca), Zona Endémica do Panama (Pn), Choco (Ch),
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Andes (An), Corredor Paraguaio (Pr), Mata Atlantica (Af) e Bacia Amazénica (Am) (Figura
3.23).
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Figura 3.23 Areas de endemismo para Abelhas das Orquideas. As areas de endemismo sio demarcadas por
diferentes cores. Reproduzido de Ramirez et al. (2010)

Embora a reconstrugdo das zonas de endemismo de Ramirez et al. (2010) tenha sido
eficiente em recuperar as grandes areas de endemismo, regifes mais complexas como a Mata
Atlantica e Amazonia ndo foram suficientemente exploradas, de modo que as subestruturas
destas dareas permaneceram generalizadas. Ainda assim, importantes padrGes foram
observados a partir dos dados destes autores. Ao combinar a cronologia filogenética e a
reconstrugdo de areas ancestrais, 0s autores notaram pontos de diversificacdo das espécies e
distribuicdo em suas respectivas areas em torno de 2,41 + 1,77 Ma a. p., 0 que colocaria esses
eventos de diversificacdo no final do Mioceno e inicio do Plioceno (detalhes na se¢do 3.2.2 A
Era Cenozoica na América do Sul). Estes resultados trazem duas importantes implicacGes. A
primeira delas diz respeito a subita diversificagdo dos euglossineos ap6s o inicio do
Quaternério (Plioceno), salientando a importancia das flutuag6es climaticas como um fator de
estruturacdo filogeografica para os euglossineos. A segunda tem relacdo 6bvia com o
fechamento do Istmo do Panama, uma vez que a datacdo de Ramirez et al. (2010) para a

diversificacdo dos euglossineos sobrepde a época do Grande IntercAmbio Americano, que por
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sua vez, é o principal ponto de sustentacdo para o fechamento completo do Istmo do Panaméa
h& ~3 Ma a. p. Interessantemente, os mesmos autores datam uma grande diversificacdo dentro
dos géneros de Euglossini para cerca de 15-20 Ma a. p., quando dados apontam a possiveis
paleoconexdes entre América Central e América do Sul via Istmo do Panama (veja discussao
nas pg. 69-50).

Outro aspecto bastante relevante proveniente da datacdo de Ramirez et al. (2010) esta
relacionado com o soerguimento dos Andes, uma vez que, grande parte dos eventos
orogénicos de soerguimento relacionados as cordilheiras sdo datados para o inicio e médio
Mioceno (20 a 12 Ma) em diante (LAVINA; FAUTH, 2016). Os dados de Ramirez et al.
(2010) séo contundentes em apontar o soerguimento dos Andes e as conexdes e desconexdes
entre as Américas como fatores fundamentais para a diversificacdo de Euglossini.

No tocante a Mata Atlantica, recentemente Garraffoni e colaboradores (2017)
utilizaram o método PAE e analise de endemicidade NDM para descrever as relagdes de areas
de endemismo do dominio de Mata Atlantica com base em dados de assembleias de
euglossineos. Estes autores incluiram dados de 1630 localidades e 66 espécies, resultando em

cinco grandes areas de endemismo na Mata Atlantica (Figura 3.24).
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Figura 3.24 Areas de endemismo na Mata Atlantica a partir do compartilhamento de espécies de Euglossini. As
cores, setas e chaves demarcam as areas de endemismo propostas por Garraffoni et al. (2017). Adaptado de
Garraffoni et al. (2017).

Embora este estudo tenha sido pioneiro em delimitar areas de endemismo para
euglossineos da Mata Atlantica, dois pontos importantes merecem ressalvas. O primeiro deles
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diz respeito & natureza das analises. E importante ter em mente que as analises de Endemismo
via Parciménia e as andlises NDM, possuem limitacbes e podem apresentar diferentes
resultados frente a pequenas modificacdes nos bancos de dados (MORRONE, 2008),
tamanhos de quadricula e niveis de informacdo, como discutido pelos proprios autores
(GARRAFFONI; MOURA; LOURENCO, 2017). O segundo ponto diz respeito a
classificagdo taxondmica utilizada por Garraffoni, Moura e Lourengo (2017), os quais embora
tenham dito se basear em Moure et al. (2012) como referéncia final para as decisdes
taxonémicas, incluiram espécies sob sinonimia a exemplo de Eg. solangeae, sinbnimo janior
de Eg. stellfeldi (FARIA JR; MELO, 2007; MOURE; MELO; FARIA JR, 2012) e outras
espécies de taxonomia sobreposta, como Eg. sapphirina, Eg. clausi e Eg. crassipunctata
(NEMESIO; ENGEL, 2012). Embora estes fatores nio invalidem os padrdes gerais
apresentados por Garraffoni, Moura e Lourenco (2017), é possivel que analises futuras
apresentem resultados divergentes quanto aos limites das zonas de endemismo para
euglossineos. Os proprios autores salientam a importancia de aplicacGes de outros métodos

para corroborar ou descartar estas zonas de endemismo ao longo da Mata Atlantica.

3.4.3.3 Padrdes Filogeograficos: existe algum?

Se os estudos de padrdes biogeograficos sdo escassos para Euglossini, os de cunho
Filogeogréafico sdo ainda mais. Considerando o nivel hierarquico em que a Filogeografia
trabalha, como populacdes e espécies irmas, pode-se verificar que existem poucos estudos
voltados especificamente a este tipo de abordagem, como os trabalhos de Dick et al. (2004),
Lopez-Uribe et al. (2014) e Frantine-Silva et al. (2017). H& ainda o estudo de Ferrari e Melo
(2014) que ndo necessariamente foi desenhado para testar hipoteses filogeogréaficas, mas foi
incluido na presente discussdo por apresentar um desenho experimental de certo modo
adequavel a questdo. Obviamente, estudos populacionais considerando a distribuigdo
geografica da diversidade genética, sdo também parte da Filogeografia, como por exemplo os
estudos de Penha et al. (2015) e Rocha-Filho et al. (2014). Contudo, os dois ultimos nédo
foram desenhados para testar hipdteses filogeogréaficas, diferentemente dos estudos de Dick et
al. (2014), Lopez-Uribe et al. (2014) e Frantine-Silva et al. (2017).

Em um grupo tdo diverso e historicamente rico, como no caso da tribo Euglossini,
delinear padrdes a partir de tdo poucos dados é tarefa bastante dificil, talvez até mesmo va.
Contudo, com base nos trabalhos apresentados é possivel encontrar as seguintes
caracteristicas: a) Euglossineos possuem grande capacidade dispersiva; b) A tolerancia
ecoldgica é determinante para a presenca de estruturas; ¢) A filopatria parece exercer forte
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influéncia nos padrdes filogeograficos; d) Flutuacdes climéaticas parecem ter grande potencial
em definir estruturas geograficas.

No que tange a capacidade dispersiva do grupo, os dados moleculares e
filogeogréaficos parecem apenas confirmar as observacoes etoldgicas de grande capacidade de
voo tanto em fémeas (DRESSLER, 1982a; ROUBIK; HANSON, 2004) quanto em machos
(POKORNY et al., 2015; WIKELSKI et al., 2010). A novidade dos dados moleculares em
relacdo as especies € que, embora machos e fémeas possam voar por quildmetros, aspectos
ecologicos e comportamentais parecem restringir a distribuicdo das espécies de Euglossini.
Em um estudo analisando trés espécies de Eulaema (abelhas de grande porte e amplamente
distribuidas; secdo 3.4.2), Lopez-Uribe et al. (2014) constataram que as diferencas ecoldgicas
das ecorregifes promoviam a restricdo de fluxo génico entre as populacdes ao longo da
América Central, Amazonia e Mata Atlantica, principalmente em épocas de instabilidade
climatica. Lopez-Uribe e colaboradores, também observaram que os marcadores nucleares
falharam em recuperar estruturas geograficas tdo conspicuas quanto as apresentadas nas
analises mitocondriais, concluindo que o comportamento filopatrico das fémeas é ponto
determinante nesta questdo.

De fato, os dados de LoOpez-Uribe et al. (2014) encontram suporte nas analises
realizadas por Penha et al. (2015) e Frantine-Silva et al. (2017). Note que neste ponto, embora
Penha et al. (2015) ndo tenha tido como objetivo primeiro a analise filogeografica, seus
resultados em muito auxiliam na questdo. Estes autores analisaram populacdes de Eg.
iopoecila (a época com questdes taxondmicas envolvidas; veja secdo 3.5 O caso de Euglossa
iopoecila Dressler) ao sul da Mata Atlantica, observando estruturagdes muito mais acentuadas
para 0 DNAmt (heranca matrilinear) em relacdo aos microssatélites, passiveis de dispersdo
pelos machos. Alguns anos depois, Frantine-Silva et al. (2017), também utilizando Eg.
iopoecila como modelo, observaram que as flutuagdes climaticas do Quaternario
potencialmente foram as principais responsaveis pela determinacdo da estrutura genética
mitocondrial da espécie, corroborando uma dispersdo gradual do DNAmt (detalhes no
CAPITULO 3: FILOGEOGRAFIA E HISTORIA DEMOGRAFICA DE EUGLOSSA IOPOECILA
DRESSLER: SINAIS DE VICARIANCIA ASSOCIADOS AS MUDANGCAS CLIMATICAS DO
QUATERNARIO).

Embora a regra da filopatria seja um paradigma emergente para explicar os padrbes
filogeogréaficos em diferentes espécies de euglossineos, as conclusfes de Dick et al. (2004)
sd0 um contraponto aparente. Com base na analise de 550 pb do gene mitocondrial Citocromo

¢ Oxidase | (COIl) de vérias espécies de euglossineos, principalmente ao longo da regido
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Central e regido Andina (algumas amostras na Bolivia e Guiana Francesa), 0s autores
concluem que a falta de estruturacdo geografica deve ser fruto de maltiplas especiacbes ao
longo do Quaternario, expansdo populacional e/ou fluxo génico; o que merece algumas
ressalvas. Embora tenha-se dito anteriormente que o estudo de Dick et al. (2004) contempla
um desenho experimental focado em objetivos filogeogréficos, devido ao proéprio titulo do
estudo, o carater supragenérico das anélises destoa da abordagem filogeogréfica tradicional; o
que se torna uma questdo secundaria frente ao carater multidisciplinar da Filogeografia e
outros pontos mais criticos do estudo.

Dick et al. (2004) estendem algumas conclusdes a partir dos dados explorados naquele
estudo, os quais merecem algumas consideragdes. Primeiramente, o estudo de um Unico gene
mitocondrial para explicar a historia filogeografica de uma, ou ainda varias unidades
taxonémicas, como realizado por Dick et al. (2004), é bastante arriscado devido ao paradoxo
“arvore de genes e de espécies” (BRITO; EDWARDS, 2009), também brevemente discutido
na secdo: “Filogeografia: do DNA citoplasmatico & era Gendmica”. Aliado a isso, existe 0
fato de que os tamanhos amostrais naquele estudo sdo inferiores a dez individuos por unidade
taxonbmica, o que pode levar a um vies de tamanho amostral (ex. um haplétipo comum
amostrado em duas é&reas resultaria fatidicamente no compartilhamento de alelos).
Adicionalmente, a taxa de mutagéo da regido utilizada (COI) frequentemente ndo se adequada
ao estudo de padrdes populacionais, visto que esta regido é conhecida por acumular diferencas
intraespecificas com baixa diferenciacdo intraespecifica (HEBERT; RATNASINGHAM; DE
WAARD, 2003). Taxas de mutacdo reduzidas implicariam em auséncia de estruturacdo
(PALSB@LL; BERUBE; ALLENDORF, 2007), a qual no estudo em questéo foi interpretada
como presenca de fluxo génico. E importante ainda ter em mente que o COI é um gene de
aproximadamente 1200 pb (CROZIER; CROZIER, 1993) com uma regido aparentemente
mais variavel (por¢do 5’), a mesma utilizada para a identificagdo molecular de espécies
(HEBERT et al., 2003; HEBERT; RATNASINGHAM; DE WAARD, 2003), e uma segunda
por¢do nucleotidicamente menos diversa (por¢ao 3’; veja FRANTINE-SILVA et al., 2017),
coincidentemente a utilizada por Dick et al. (2004). Outro ponto diz respeito ao fato de que
parte do conceito de espécies utilizadas por Dick et al. (2004) era falha, principalmente para
as espécies do grupo analis (veja FARIA; MELO, 2012). Deste modo, é dificil assumir a
premissa de que os dados de Dick et al. (2004) representem de fato fluxo génico através dos
Andes ou em distancias geogréaficas tdo grandes quanto 3000 Km apenas com o desenho

experimental utilizado naquele trabalho, mesmo que isso seja possivel para algumas espécies.
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No que tange a Mata Atlantica, existem trés estudos que permeiam a questdo
filogeogréafica mais diretamente, Ferrari e Melo (2014), Penha et al. (2015) e Frantine-Silva et
al. (2017). A exemplo de Penha et al. (2015), Ferrari e Melo (2014) ndo tinham foco
filogeografico especifico como objetivo primario, mas seus dados sdo extremamente
convenientes a abordagem. Ferrari e Melo (2014) analisaram populacGes de trés espécies do
género Euglossa com ampla distribuicdo ao longo da costa brasileira, Eg. townsendi, Eg.
stellfeldi e Eg. iopoecila, visando verificar a congruéncia da hipotese de espécies com
morfotipos de coloracdo diferentes. Para as trés espécies ha uma distingdo de coloracédo
tegumentar entre regides norte (verde) e sul (azul) de suas distribuicdes (ponto médio, regido
de Ubatuba, SP - Macaé, RJ), o que por si ja indicaria a existéncia de uma certa estrutura
filogeogréfica. Contudo, Ferrari e Melo (2014) evidenciaram pelo estudo de dois genes
mitocondriais (cytb e COI) que ndo havia correspondéncia direta entre os morfotipos de
coloracdo e linhagens genéticas que sustentassem o status de espécie para qualquer uma das
trés espécies em questdo.

Embora ndo reste divida quanto a unicidade de E. iopoecila como espécie (veja o item
3.5 O caso de Euglossa iopoecila Dressler), duas razdes principais podem ter impedido
Ferrari e Melo (2014) de recuperar estruturas filogeogréaficas mais detalhadas para estas
espécies. A primeira delas € que o estudo ndo foi desenhado para tal propésito, portanto,
faltam andlises direcionadas a este fim. A segunda diz respeito a analise conjunta das trés
espécies aliadas a outros congéneres e outgroups na mesma arvore Bayesiana, o que tende a
minimizar as diferencas intraespecificas frente as diferencas interespecificas. Este detalhe
pode ser observado na analise de Frantine-Silva et al. (2017), os quais encontraram linhagens
mitocondriais congruentes com os morfotipos de coloracdo para Eg. iopoecila, além de uma
estruturacdo adicional entre as abelhas de tegumento verde, todas classificadas apenas como
diferengas populacionais em consonancia aos padrdes de distancia genética encontrados por
Ferrari e Melo (2014).

Embora seja dificil estabelecer padrdes frente a tdo poucos estudos, quebras de
padrdes geograficos como as estudadas por Ferrari e Melo (2014), Penha et al. (2015) e
Frantine-Silva et al. (2017) apontam para eventos geoldgicos e/ou climaticos comuns aos
euglossineos. Adicionalmente, quase todos os estudos até o presente ponderam a influéncia
das flutuacbes climaticas do Quaternario sobre a estruturacdo populacional das espécies
estudadas (FRANTINE-SILVA et al., 2017; LOPEZ-URIBE et al., 2014; PENHA et al.,
2015) e possiveis eventos de especiacdo (DICK et al., 2004; RAMIREZ et al., 2010). Neste

contexto, o presente estudo visa contribuir com informacgdes sobre a congruéncia de padrdes
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distribucionais ao longo do ultimo ciclo glacial e dados genéticos, com o intuito de testar a
influéncia do paleoclima Pleisto-Holocénico sobre a estruturacdo genética dos euglossineos

com foco na Mata Atlantica.

3.4.4 Diversidade Genética: o estado da arte em Euglossini

Ao contrério dos estudos filogeograficos, o campo da Genética de Populagdes e o
estudo da diversidade genética nos Euglossini tem mostrado consideraveis avangos nas
ultimas décadas. Parte provavel deste acumulo de estudos relacionados ao tema é com certeza
decorrente de vérios fatores, como por exemplo, a facilidade em amostrar os individuos e de
gerar dados moleculares, mas principalmente devido ao importante papel ecoldgico destas
abelhas na polinizacdo de espécies nativas e a crescente preocupa¢do mundial com o declinio
das populacdes de abelhas (LOZIER; ZAYED, 2017; POTTS et al., 2010; ZAYED, 2009).

Como visto anteriormente, abelhas sdo especialmente frageis a degradacdo ambiental e
estdo cada vez mais susceptiveis a ameacas antropicas, 0 que é agravado de certo modo pelo
sistema haplodiploide de determinacdo sexual dos himenopteros, o qual torna estes insetos
mais propensos a perda de diversidade genética e aos efeitos estocasticos (ZAYED, 2009).
Apesar disto, ainda sdo escassos 0s estudos genéticos envolvendo populagdes de abelhas, em
particular os euglossineos, sendo necessarios maiores esfor¢os no sentido de preencher tal
lacuna.

Embora ainda esteja longe de alcancar niveis equivalentes a outros grupos, hd um
crescente acumulo de dados entre diversas espécies de euglossineos (Figura 3.25-A). Uma
breve busca no portal “Google Scholar” com a expressdo: “Euglossini” OR “Euglossina”
AND “population genetics”; retornou 278 resultados, dos quais apenas 25 representaram de
fato estudos relacionados a Genética de PopulacBes ou Filogeografia de abelhas das
orquideas. Dentre estes 25 trabalhos, trés sdo relacionados a Filogeografia (podendo-se
adicionar Ferrari e Melo, 2014; Figura 3.25-B), 15 séo relacionados ao estudo de Genética de
Populacdes e Diversidade Genética (Figura 3.25-C), trés ao reconhecimento de machos
diploides (podendo-se adicionar BOFF et al. 2014; HATANAKA et al, 2001; ROUBIK et al.
1996; SORO et al. 2017; Figura 3.25-D), e quatro estudos foram dedicados & descri¢do de
primers (incluindo Penha et al. 2015) (Veja Apéndices). E possivel ainda observar com base
nestes breves resultados, a escassez de informacgdes a respeito de diferentes especies em
Euglossini, visto que pouco mais de trinta espécies foram acessadas em estudos de diferentes

naturezas.
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De modo geral, os estudos genéticos-populacionais em euglossineos podem ser
agrupados em trés principais categorias: i) producgdo de ferramentas moleculares; ii) analise de
estrutura genética em paisagens fragmentadas; iii) deteccdo de machos diploides. Estudos da
primeira categoria se distinguem por apresentar a producdo de ferramentas, especialmente a
confeccdo de primers para andlise de microssatélites, o principal marcador molecular
utilizado para estudos genéticos em euglossineos (Figura 3.25-C). Embora marcadores
microssatélites tenham um alto potencial polimérfico devido ao seu carater multialélico,
conjuntos de locos devem ser descritos e primers especificos devem ser construidos antes da
execucdo do estudo, o que torna muitas vezes estes estudos caros e laboriosos. Existem
atualmente cinco conjuntos de locos microssatélites descritos para espécies de Euglossini,
incluindo: Eg. annectans (PAXTON et al., 2009), Eg. iopoecila (PENHA et al., 2015), Eg.
cordata e El. nigrita (SOUZA et al., 2007), e El. meriana (LOPEZ-URIBE et al., 2011). Estes
locos apresentaram transferabilidade com polimorfismo para varias espécies do grupo e séo
frequentemente utilizados com tal proposito.

Na segunda categoria, encontram-se o0s estudos relacionados a Genética de Populagdes
e Genética da Conservacgdo em suas versdes classicas. De forma geral, estes estudos objetivam
identificar padrdes de estruturacdo genética em paisagens fragmentadas ou entre ilhas e
continente (BOFF et al., 2014; FREIRIA et al., 2012; ROCHA FILHO et al., 2013; SUNI,
2017; SUNI; BROSI, 2012). Os resultados destes estudos podem ser condensados em
algumas linhas gerais: i) Microssatélites tendem a revelar baixa estruturacdo genética,
possivelmente devido ao alto potencial de dispersdo dos machos e frequentemente conseguem
manter algum fluxo génico mesmo entre paisagens fragmentadas por matrizes desfavoraveis
(FREIRIA et al., 2012; PENHA et al., 2015; SORO et al., 2017; SUNI; BROSI, 2012;
ZIMMERMANN et al., 2011); ii) a estruturagdo genética do DNA nuclear em euglossineos,
guando presente, estd em baixos niveis e responde mais a padrdes de isolamento por distancia
do que a possiveis barreiras (BOFF et al., 2014; PENHA et al., 2015; ROCHA FILHO et al.,
2013; SUNI; BROSI, 2012); iii) ilhas podem diminuir a diversidade genética, mas apenas
apresentam estruturacdo quando as populagdes estdo distantes 10 km ou mais (BOFF et al.,
2014; ROCHA FILHO et al., 2013; SUNI; BROSI, 2012). Embora generaliza¢cbes sempre
incorram em algum erro, aparentemente poucas barreiras sdo capazes de limitar a alta
capacidade de dispersdo dos euglossineos, e via de regra, a restricdo ecoldgica/capacidade de
dispersdo de cada espécie parece ser o fator limitante para a manutencdo do fluxo génico
destas abelhas.
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Por fim, a terceira linha de estudos relacionados a diversidade genética de
euglossineos se concentra na detec¢do de machos diploides. Também com principal foco na
conservacdo das populagdes, estes estudos buscam identificar a ocorréncia de machos
diploides em populacdes naturais e aquelas sob influéncia antrépica, bem como buscam
padrdes de producdo de machos diploides (diploid male production, DMP) entre diferentes
espécies. Como discutido no tépico Diversidade, Genética e Conservacdo, a baixa diversidade
genética no loco de determinacgédo sexual dos himenoOpteros pode acarretar em um aumento na
producdo de machos diploides, os quais sdo inaptos a reproducéo, e consequentemente levaria
a populacdo a um declinio populacional (ZAYED, 2009; ZAYED; ROUBIK; PACKER,
2004).

Estudos nessa linha trazem alguma controveérsia em relacdo aos resultados encontrados
desde o inicio das analises e serdo mais detalhnadamente abordados. As primeiras analises
nessa linha foram baseadas no polimorfismo de sistemas isoenzimaticos, as quais indicavam
DMP na ordem de 15% a 50% em algumas populacfes da América Central (ROUBIK;
WEIGT; BONILLA, 1996), 0-30% em populacdes Colombianas (LOPEZ-URIBE;
ALMANZA; ORDONEZ, 2007), outros estudos indicavam proporcdes baixissimas nas
populaces brasileiras, inferiores a 0.5% (TAKAHASHI et al., 2001). A mesma variabilidade
de DMP foi observada com dados de microssatélites, que segundo alguns autores produz
taxas inferiores & 1% (SOUZA et al., 2010), mas de acordo com outros autores pode produzir
taxas proximas a 11% em algumas espécies, como E. annectans (GIANGARELLI et al.,
2015).

A discrepancia destes resultados chama a atencdo e merecem algumas consideracdes,
uma vez que devem ter origens distintas. No que tange as andlises isoenzimaticas, nao €
possivel excluir artefatos da técnica, como desvios eletroforéticos ou mesmo a expressao de
formas alternativas do sistema enzimético em questdo devido a diferentes condigdes
ambientais. Por outro lado, as analises de microssatélites sdo reconhecidamente mais estaveis
e sensiveis (ARIF; KHAN, 2009) e, neste caso, a diferenca entre os resultados de Souza e tal.
(2010) e Giangarelli et al. (2015) pode estar associada, entre outros fatores, as diferentes
estratégias de amostragem adotadas nestes dois trabalhos. Embora Souza et al. (2010) tenham
analisado 1010 individuos, estes autores priorizaram 0 numero de espécies (27 espécies),
porém algumas delas apresentaram uma representacao reduzida de individuos genotipados,
apenas um ou dois. Por outro lado, Giangarelli et al. (2015) analisaram 1457 individuos de
seis espécies, abrangendo uma maior distribuicdo das espécies em diferentes subpopulagdes

com 45+2.47 (exceto Eg. truncata, x = 10+2,88; célculos ndo apresentados naquele estudo).
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Embora os resultados encontrados por Giangarelli et al. (2015) sejam ainda baixos em relagdo
as isoenzimas (maior DMP por espécie = 11,3%), estes séo significativamente maiores do que
0 numero encontrado por Souza et a. (2010), DMP < 1% (limite superior do intervalo de
confianca). E necessario ponderar que outros dois estudos com estratégias similares a
utilizada em Giangarelli et al. (2015) reportaram baixos indices de DMP em Euglossa cordata
(BOFF et al., 2014) e Euglossa viridissima (SORO et al., 2017), corroborando o padrédo
observado por Souza et. al. (2010). Portanto, a deteccdo de machos diploides parece depender
ndo apenas da estratégia utilizada, mas também da espécie em questdo. Os proprios dados
apresentados por Giangarelli et al. (2015) indicam essa tendéncia, uma vez que apenas quatro
das seis espécies analisadas naquele estudo apresentaram machos diploides e, dentre estas, a
DMP variou entre 0,1% em El. cingulata e 11,3% em Eg. annectans. Além disso, a DMP
pode variar fortemente entre populacées, saindo de entre 0%-5% em El. cingulata e 8%-11%
em Eg. annectans (GIANGARELLLI et al., 2015). Vale ressaltar que os dados de Giangarelli
et al. (2015) estdo em consonancia com dados isoenzimaticos de Lopez-Uribe et al. (2007),
gue observaram uma grande variacdo (0 e 30%) de DMP em diferentes espécies na Colémbia.

Deste modo, a deteccdo de machos diploides em euglossineos apresenta dois fortes
padrées. O primeiro diz respeito a variabilidade de DMP de acordo com a populacdo e
espécies analisadas, bem como a ferramenta empregada para a deteccdo dos machos
diploides. O segundo estd relacionado com a forte variacgdo de DMP de acordo com a
estratégia utilizada para a deteccdo destes. Levando em consideracdo que a probabilidade de
se encontrar um macho diploide em uma espécie é diretamente proporcional ao nimero de
individuos analisados, a estratégia utilizada por Boff et al. (2014), Giangarelli et al. (2015) e
Soro (2017), parece mais factivel e, portanto, seus resultados devem representar niveis mais
proximos a realidade em relacdo a DMP em euglossineos.

A generalizacdo dos padrdes geneticos em Euglossini € especialmente perigosa, dada a
alta variabilidade de parametros encontrados. Ainda assim, até o presente, 0s estudos
geneéticos-populacionais em euglossineos mostram que estas abelhas apresentam uma grande
capacidade de dispersdo e seus parametros genéticos devem estar ligados a especificidades
ecoldgicas nem sempre conhecidas. Deste modo, o isolamento por distancia e restricGes
ecologicas especificas parecem ser os principais fatores de estruturagdo genética até o

momento.
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3.5 O CASO DE EUGLOSSA IOPOECILA DRESSLER

Euglossa iopoecila Dressler, 1982 é uma abelha de médio porte em relacdo aaoutras
abelhas do género Euglossa (~17 mm), caracterizada por apresentar glossa bastante longa,
ultrapassando o tamanho do corpo (1,5 — 2mm), além de exibir um tegumento azul ou verde
metalico-iridescente e relativamente pubescente (DRESSLER, 1982b). Euglossa iopoecila
apresenta distribuicdo fortemente associada a floresta ombrdéfila densa ao longo da costa
brasileira entre os estados de Santa Catarina e Paraiba (DURAN CORDEIRO et al., 2013;
ROCHA-FILHO; GAROFALO, 2013; SYDNEY; GONCALVES; FARIA, 2010).

Essa espécie tem sido foco de um debate taxonémico desde o inicio da década passada
devido a sua grande similaridade com E. chalybeata e também por apresentar uma variacédo de
coloracdo associada a distribuicdo geografica (FARIA JR; MELO, 2007; NEMESIO, 2009;
ROUBIK, 2004). Ainda que de forma ndo intencional, E. iopoecila acabou se tornando um
modelo de estudos dentre os euglossineos em decorréncia dos multiplos estudos relacionados
a sua taxonomia e aspectos geneticos. Poucas espécies foram tantas vezes sistematicamente
acessadas em estudos detalhados sobre os limites de espécie e estrutura filogeogréafica
(DRESSLER, 1982b; FARIA JR; MELO, 2007; FERRARI; MELO, 2014; FRANTINE-
SILVA et al., 2017; NEMESIO, 2009; PENHA et al., 2015). Sem duvida, a histéria bioldgica
de E. iopoecila constitui um dos mais belos e complexos exemplos filogeograficos da tribo
Euglossini.

Quando Dressler (1982b) revisou o grupo cybelia, analis e piliventris, 0 mesmo
descreveu “E. chalybeata iopoecila” como uma subespécie de E. chalybeata devido a sua
coloracgéo azul-violeta, ambas pertencentes ao subgénero Glossura, grupo piliventris. Naquela
oportunidade, Dressler havia analisado apenas amostras do Parana e Sao Paulo (hol6tipo:
Alexandra, PR), definindo sua distribuicdo apenas para estes estados. Nas palavras de

Dressler (1982b) sobre E. iopoecila:

[...] Esta bela abelha distribui-se de Sdo Paulo ao Parana, conforme
indicado pelo material em colec¢des brasileiras. Eu ndo encontrei uma
clara diferenca estrutural entre esta forma e E. chalybeata da regiéo
Amazbnica, e assim trata-la-ei como uma subespécie de E.
chalybeata. Esta populagéo é distinguida pela coloracdo escura, azul-

violeta, a que o epiteto se refere. [...]



112

Anos depois, ao avaliar varias espécies fortemente relacionadas dos subgéneros
Glossura e Glossuropoda, Roubik (2004) elevou E. iopoecila ao status de espécie baseado em
modificagdes morfologicas consistentes entre as formas da regido Amazénica e Atlantica,
definindo estas duas Ultimas regides como areas limites de ocorréncia das respectivas formas
(ROUBIK, 2004). Este autor aponta a diferencga de coloragdo, mas principalmente a proporcao
do coxim anterior 1/3 do tamanho do coxim basal, como diagnose de E. iopoecila em relagéo
a E. chalybeata (Figura 3.26). Adicionalmente a distribuicdo de E. iopoecila é reinterpretada
por Roubik (2004) para a porcdo norte da Mata Atlantica, estados do Rio de Janeiro, Bahia e

Paraiba, as quais abrigam formas verdes de E. iopoecila.
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7 (L. PN
Figura 3.26 Euglossa iopoecila Dressler (1982). A- visao lateral, morfotipo azul (colecdo de abelhas MZUEL-
1189, Salto Morato, 14-1V-2010; Giangarelli, DG. leg.); B- visao lateral; morfotipo verde (WFS0012-PARNA
Descobrimento; 15-111-2015, Frantine-Silva, W. leg.); C) visdo frontal; morfotipo azul D) visdo superior;
morfotipo azul; E) tibia posterior esquerda; F) tibia média esquerda; morfotipo verde; G) morfotipo azul;
Destaque para coxim anterior ~1/3 do tamanho do coxim basal em E. iopoecila. H) tibia média em E.

chalybeata, fonte: D. W. Roubik.
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Figuré 3.27 Distribuicdo e areas de ocorréncia de Euglossa iopoecila Dressler (1982) e seus respectivos
morfotipos azul (ao sul; circulos roxos) e verde (ao norte; tridngulos verdes) da distribui¢do. Registros aferidos
na literatura, colec@es e presente estudo (Apéndices).

Posteriormente Faria Jr. e Melo (2007) revisando espécies de Glossura da Mata
Atlantica, incluem novos caracteres que distinguem E. iopoecila de E. chalybeata. Estes
autores ressaltam i) a presencga de pontuacgdes esparsas sobre a margem posterior do escutelo
(proxima a depressdo escutelar); ii) margem posterior de T4 e T5 homogéneas, sem
pontuacfes como em E. chalybeata; iii) cerdas plumosas mais densas sobre o mesoepisterno
em E. iopoecila. Por fim, Faria Jr. e Melo (2007) comentam que a variagdo da coloragéo
tegumentar em E. iopoecila (mais azuis entre SC e SP; mais verdes entre RJ e PB; com
intermediarios entre SP e RJ) compbe um gradiente latitudinal e foram interpretadas apenas
como variagOes, exatamente por serem encontrados fenétipos intermediarios na zona de
contato entre os morfotipos azul e verde.

Em 2009, Nemésio realiza uma revisao de euglossineos da Mata Atlantica e propde a
distingdo entre os morfotipos verdes e azuis, atribuindo 0 nome Euglossa roubiki (Nemésio,

2009) para a forma verde e mantendo o epiteto iopoecila para as formas azuis. Embora nédo
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tenha levantado outras caracteristicas estruturais contundentes, a exemplo de Roubik (2004) e
Faria Jr. e Melo (2007), Nemésio (2009) argumenta que as diferencas de coloragdo séo
caracteres morfoldgicos como quaisquer outros e, portanto, devem ser utilizados como tal.
Como discutido a seguir (item 3.7 O caso do grupo crassipunctata), ha uma diferenca na
visdo da origem da variacdo de cor nos euglossineos, mais especificamente no caso das
espécies da Mata atlantica. Contudo, este tema ndo é foco do presente estudo e gera uma
discussdo circular, visto que ainda ndo ha dados contundentes determinando o mecanismo
molecular e/ou fisioldgico de variacdo de coloracao dos euglossineos.

Felizmente, para o caso de E. iopoecila existem estudos moleculares que ddo base a
decisdo taxondmica. Ferrari e Melo (2014) analisaram ndo apenas o caso de E. iopoecila, mas
de outras duas espécies, como ja mencionado anteriormente, ndo encontrando diferencas nas
distancias genéticas ou agrupamentos Bayesianos que sustentassem o status de espécies para
os morfotipos azuis e verdes. Quase que concomitantemente, Penha et al. (2015 in press, mas
2014 online) realizaram uma analise do DNA mitocondrial e nuclear de subpopulagdes da
regido sul da distribuicdo de E. iopoecila, incluindo amostras do Parana (Salto Morato - PR)
até o Rio de Janeiro (REBIO Unido, Rio das Ostras — RJ), a época ainda consideradas E.
iopoecila, com possiveis hibridos no Rio de Janeiro. A rede de hapl6tipos apresentada por
Penha et al. (2015) apresenta claramente uma alta relacdo entre os hapl6tipos encontrados no
Rio de Janeiro e aqueles encontrados em Sao Paulo, corroborando os resultados de Ferrari e
Melo (2014).

Ainda mais contundente, os resultados das analises do DNA nuclear apresentados por
Penha et al. (2015), indicam a presenca de fluxo génico entre as populagdes estudas. Os
indices de estruturacdo genética sdo todos compativeis com diferencas esperadas entre
populacbes e ndo entre espécies diferentes (BOFF et al., 2014; FREIRIA et al., 2012;
ROCHA FILHO et al., 2013; ZIMMERMANN et al., 2011). Interessantemente, estes autores
encontraram niveis de estruturacdo menores entre os morfotipos verdes (REBIO Uni&o - RJ) e
os azuis (Ubatuba - SP), do que aqueles encontrados entre subpopulacgdes ao sul do Parana e o
norte de Sdo Paulo. Deste modo, fica claro que ndo € possivel assumir o isolamento
reprodutivo entre os morfotipos azul e verde e que as diferencas genéticas entre eles séo
compativeis com o esperado entre populacdes da mesma espécie. Assim, 0os dados genéticos
encontrados por Penha et al. (2015) e Ferrari e Melo (2014) apoiam indubitavelmente a
sinonimia de Euglossa roubiki (Nemésio, 2009) sob Euglossa iopoecila Dressler, 1982.

Assumindo entdo a sinonimia de E. roubiki sob E. iopoecila, Frantine-Silva et al.

(2017) analisaram a estrutura filogeografica desta espécie ao longo de toda sua distribuicdo,
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avaliando a influéncia da instabilidade climatica do Quaternario, anteriormente sugerida por
Penha et al. (2015) como possivel fonte de divergéncia entre as subpopula¢fes do sul e
aquelas mais ao norte da distribuicdo da espécie. Embora os resultados apresentados em
Frantine-Silva et al. (2017) sejam produto da presente tese e estejam detalhadamente descritos
no Capitulo 3, a0 menos um ponto proveniente destes resultados merece atencdo no presente
contexto, pois inclui informagdes pertinentes a questdo do status taxondémico de E. iopoecila,
a existéncia de multiplas linhagens mitocondriais dentre as subpopulacdes de E. iopoecila.
Frantine-Silva e colaboradores (2017) encontraram trés linhagens ao longo da distribuicéo de
E. iopoecila, das quais duas sobrepdem a distribui¢cdo dos morfotipos azul e verde, e a terceira
encontra-se integralmente dentro da &area de distribuicdo do morfotipo verde. Contudo, os
niveis de diferenciacdo entre a “linhagem azul” e “verde” ndo parecem ser significativamente
maiores do que aqueles encontrados entre as duas linhagens pertencentes ao morfotipo verde.
Um outro ponto que merece destaque é que, assim como em Penha et al. (2015), o nUmero de
passos mutacionais nas redes de hapl6tipos sdo consideravelmente pequenos (3 passos entre
cluster sul e central) mesmo analisando mais de 2000 pb. Note também que o cluster norte
(Alagoas) se conecta antes ao cluster sul do que ao cluster central, o que também reflete um
aspecto interessante de proximidade entre as trés estruturas. Deste modo, os dados genéticos
encontrados nos estudos anteriormente citados ndo suportam a hipotese de duas espécies, pelo
contrario, apoiam a idéia de unicidade taxonémica entre E. iopoecila e E. roubik ja que a
diferenca entre as linhagens genéticas € de poucos pa¢os mutacionais.

Ainda assim, recentemente Ferrari, Nemésio e Silveira (2017) em uma analise
filogenética entre espécies do género Euglossa, recuperaram E. roubiki e E. iopoecila como
especies distintas, porém varios aspectos deste estudo merecem esclarecimentos a este
respeito. Primeiramente, 0s autores basearam suas andlises na combinacdo de dados
morfolégicos e dados moleculares minados de Ramirez et al. (2010), a excegdo do gene COI
para E. cyanochlora obtida de Nemésio et al. (2012). Mais precisamente o0s autores utilizaram
trés genes nucleares (Arginina Quinase, AK; Fator de alongamento la, Fla; e RNA
polimerase Il) e um gene mitocondrial (COI) todos gerados por Ramirez et al. (2010), mais
dados morfoldgicos. No entanto, Ramirez et al. (2010) nunca geraram dados moleculares para
E. iopoecila ou E. roubiki, contendo apenas dados de E. chalybeata como espécie mais
relacionada as duas anteriores. Em outras palavras, os resultados apresentados em Ferrari,
Nemésio e Silveira (2017) para E. iopoecila e seu sindnimo janior, E. roubiki, ndo apresentam

quaisquer bases moleculares.
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Vale ressaltar ainda que devido & natureza dos dados de Ferrari, Nemésio e Silveira
(2017), as arvores apresentadas sdo consensuais e possuem carater apenas topoldgico, ou seja,
ndo guardam informacdo de distancia entre os tadxons terminais. Logo, a magnitude de
diferenciacdo entre estes taxons € graficamente relativizada, fazendo com que diferencas
grandes ou pequenas sejam apresentadas em escalas similares. Por fim, os autores afirmam
que os dados de Penha et al. (2015) sustentam suas conclusdes. No entanto, como discutido
anteriormente, essa interpretacdo dos dados de Penha et al. (2015) merece algumas ressalvas,
visto que ha uma clara hibridiza¢do entre os morfotipos verdes e azuis (“E. roubiki e E.
iopoecila” sensu Nemésio, 2009). De fato, deve ser ponderado que o objetivo de Ferrari,
Nemeésio e Silveira (2017) ndo era testar os limites de especie em E. iopoecila. Contudo, a
interpretacdo das formas verde e azul como unidades taxondmicas distintas ndo pode ser
sustentada enquanto ha evidéncias de fluxo génico nuclear ocorrendo naturalmente entre as
duas formas e/ou ha auséncia de divergéncia genética suficiente para inferir completa
separacao entre as formas.

Do ponto de vista filogeografico E. iopoecila torna-se extremamente interessante
devido diversos fatores, dentre eles: a) sua ampla distribuicdo latitudinal; b) a existéncia de
morfotipos diferentes distribuidos de forma coesa geograficamente; c¢) indicios de zonas
hibridas na regido de contato entre os morfotipos; d) seu forte endemismo a regido de Mata
Atlantica. Frente ao exposto, o estudo da estrutura filogeogréfica de E. iopoecila apresenta
grande potencial para elucidar diversas questdes relacionadas a histéria filogeografica dos

euglossineos.

3.6 O CASO DE EUGLOSSA ANNECTANS DRESSLER

No mesmo artigo em que Dressler descreve E. iopoecila, ele também descreve duas
outras espécies de grupos distintos, uma das quais é Euglossa annectans. Esta espécie ndo
possuia uma associacdo claramente definida com as demais espécies do subgénero Glossura,
pelo contrario, possuia caracteristicas de transi¢do entre os subgéneros Glossura e Euglossa, o
gue motivou Dressler a escolher o epiteto “annectans”. Euglossa annectans pode ser
resumidamente descrita como uma abelha de médio porte (dentre os seus congéneres, ~12
mm), de cor verde com tragos dourados no abdémen e clipeo azul-esverdeado nos machos;
torax com cerdas plumosas, densas e longas; glossa longa, cerca de Imm menor do que 0

corpo; coxim dividido, sendo o anterior duas vezes mais longo do que o basal (Figura 3.28).
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L b B
Figura 3.28 Euglossa annectans Dressler 1982 (A, B, C e D) e comparacdo de tragos morfoldgicos em relacdo a
espécie mais relacionada Euglossa stellfeldi (E, F, G). E. annectans: A) visdo lateral; B) face externa da tibia
posterior, detalhe para oclusdo basal mais afilada da fenda metatibial; C) face interna metatibial; D) vis&o lateral
da mesotibia, destaque para a propor¢do dos coxins em relacdo a E. stellfeldi; E. stellfeldi: E) face externa
metatibial; F) face interna metatibial, detalhe para a concavidade na regido basal; G) visdo lateral da mesotibia,
detalhe para a diferenca na proporgao dos coxins em relagéo a E. annectans.
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No momento de sua descri¢do, Dressler chama a atengéo para o fato de E. annectans
ser altamente relacionada a Euglossa stellfeldi Moure (1941), as quais juntas comporiam um
grupo bastante distinto dentro do subgénero Glossura, o grupo “annectans”, com apenas as
duas espécies. Dressler salienta as seguintes diferencas entre E. annectans e E. stellfeldi, em

uma traducéo livre:

[...] Euglossa annectans difere de E. stellfeldi por seu maior tamanho,
pelo clipeo azul nos machos, pela margem posterior do escutelo
retilinea ao invés de superficialmente céncava, e pelo coxim posterior

muito maior na tibia média [...]

Embora as expectativas de Dressler fossem que o grupo annectans aumentasse em
numero de espécie com o decorrer dos anos, 0s checklists subsequentes mantiveram a posicao
isolada dessas duas espécies em relacdo as demais espécies do subgénero (RAMIREZ;
DRESSLER; OSPINA, 2002; ROUBIK; HANSON, 2004).

A partir de 2004, o status taxondmico de E. annectans passou por certa polémica e
merece alguns comentarios para reunir toda a discussdo a este respeito em um Unico texto.
Fragmentos dessa discussdo podem ser encontrados em Faria Jr. e Melo (2007) e Nemésio
(2009). Obviamente h& um interesse particular de estabelecer uma indubitavel unicidade
taxondmica em E. annectans devido a imprescindivel necessidade de certeza taxonémica
antes de se prosseguir com estudos de natureza genético-populacional e filogeografica.

Como visto anteriormente, os caracteres que distinguem as formas E. stellfeldi e E.
annectans sdo bastante contundentes, porém uma série de decisfes taxondmicas se seguiram e
podem deixar confusa a literatura acerca de E. annectans. Em 2004, um trabalho realizado no
Parque Estadual do Rio Preto, MG, sinonimiza E. annectans sob E. stellfeldi (NEMESIO;
FARIA JR., 2004). No entanto, dois anos depois, o0 primeiro autor reconsidera a validade de
E. annectans baseado na analise de um novo material que tivera sido coletado a 50 km da
localidade tipo de E. stellfeldi (NEMESIO; SILVEIRA, 2006a). Até entdo, E. annectans e E.
stellfeldi eram consideradas integrantes do subgénero Glossura, ainda que tivessem um
carater bastante distinto em relacdo as outras espécies do subgénero.

No entanto, no ano seguinte, Faria Jr. e Melo (2007) analisaram as espécies do
subgénero Glossura da Mata Atlantica. Ao abordar novamente a questdo de E. annectans e E.
stellfeldi, estes autores ratificaram a distin¢ao entre as espécies e realocaram E. stellfeldi em

Glossurella devido as diferencas morfoldgicas encontradas. Faria Jr. e Melo (2007) apontam,
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dentre outros caracteres, as seguintes diferencas entre E. annectans e E. stellfeldi: i) a
auséncia de oclusdo da fenda metatibial alcancando a margem inferior da metatibia em E.
stellfeldi (Figura 3.28-E), em contraste a E. annectans (Figura 3.28-B) que apresenta um
afunilamento bem demarcado na porc¢éo distal da fenda metatibial antes de alcancar a margem
inferior da metatibia; e ii) a concavidade na face interna da metatibia de E. stellfeldi (Figura
3.28-F), em relacéo a superficie plana da face interna da metatibia de E. annectans (Figura
3.28-C). Estes caracteres ao lado da diferenca na proporcéo dos coxins de ambas as espécies
tornam bastante clara a diferenciacdo entre as duas formas.

Até este ponto, ndo restava qualquer divida sobre a validade de ambas as espécies.
Contudo, Nemésio (2009) faz uma longa discussao apontando uma possivel confusdo entre 0s
holétipos utilizados para a descricdo de E. annectans (veja Nemésio, 2009: The Euglossa
stellfeldi problem). Neste trabalho, este autor justifica a sinonimia de E. annectans sob E.
stellfeldi, reservando a forma correspondente a E. stellfeldi os nomes Euglossa carinilabris
Dressler (morfotipo verde) e Euglossa solangeae Nemésio (morfotipo azul)®.
Subsequentemente Ferrari e Melo (2014) demonstram a falta de diferenciacdo genética entre
espécies com diferentes morfotipos de coloracdo, como E. iopoecila (anteriormente
comentado), E. stellfeldi e E. townsendi. Os mesmos autores salientam que Nemésio (2009)
teria aplicado erroneamente os nomes E. carinilabris e E. solangeae a espécie que na verdade
seria E. stellfeldi, e aplicando o Gltimo nome a espécie que seria E. annectans.

Embora Ferrari e Melo (2014) ndo tenham dado detalhes do porqué Nemésio (2009)
teria aplicado os nomes erroneamente, a falta de diferenciacdo genética dos morfotipos de E.
stellfeldi depde claramente a favor da decisdo daqueles autores. A decisdo de assumir E.
annectans e E. stellfeldi como espécies validas é corroborada por Nemésio recentemente em
Ferrari, Nemésio e Silveira (2017). Abordando as relagdes filogenéticas entre espécies do
género Euglossa, estes autores aceitam mais uma vez E. annectans como espécie valida,
confirmando a posicdo distinta de E. annectans e E. stellfeldi, as quais s&o posicionadas como
Incertae sedis dentro do género Euglossa.

Deste modo, com base nos resultados de Ferrari e Melo (2014), Ferrari, Nemésio e
Silveira (2017) e a natureza cronoldgica das descri¢es de Euglossa stellfeldi Moure, 1947 e
Euglossa annectans Dressler, 1982, parece bastante plausivel apenas assumir E. stellfeldi e E.

annectans (sensu Faria Jr. e Melo, 2007). Por fim, seguem as definigdes assumidas no

® A exemplo de E. iopoecila, E. stellfeldi também apresenta dois morfotipos de coloracdo com
distribuicdo semelhante a E. iopoecila. Como Ferrari e Melo (2014) demonstraram que estas formas néo
correspondem a espécies distintas, assume-se 0 nome E. stellfeldi como valido.
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presente estudo em relacdo a interpretacdo de E. annectans e sua distribuicdo (Figura 3.29) ao
longo da literatura: i) Os registros de E. stellfeldi em Nemésio e Faria Jr (2004), foram
considerados como E. annectans; ii) O material tratado como E. stellfeldi em Nemésio (2009)
foi também considerado E. annectans; iii) E. carinilabris e E. solangeae sdo tratados como

sinbnimos jr. de E. stellfeldi.
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Figura 3.29 Distribuicdo de Euglossa annectans. Registros aferidos na literatura, colecbes e presente estudo
(Detalhes das origens dos registros podem ser encontrados nos Apéndices)

Frente ao exposto, pode-se assumir que E. annectans possui uma distribuicdo bastante
associada com a Florestas Estacionais Semidecidual, alcangando longitudes tdo altas quanto
55°0 (Dourados-MS), porém com distribuicdo restrita a latitudes entre ~19°S e 28°S,
tornando-a um modelo de distribuicdo bastante interessante e alternativo aqueles apresentados
por espécies costeiras, como E. iopoecila.

E. annectans, assim como outros euglossineos, possui um grande potencial de
polinizacdo. Apenas na Ilha de Santa Catarina, um estudo confirmou a presenca de 74 tipos de
polens pertencentes a 24 familias, das quais Melastomataceae, Bromeliaceae, Ochnaceae,
Fabaceae e Myrtaceae foram as mais comuns (CORTOPASSI-LAURINO; ZILLIKENS;
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STEINER, 2009). Outro aspecto bioldgico interessante de E. annectans diz respeito a sua
nidificagcdo. Estudos apontam que E. annectans pode construir ninhos com participagéo de
mais de uma fémea (GAROFALO et al., 1998) e que estes agregados podem chegar a
numeros bastante grandes (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2008). Estes mesmos autores
reportaram a atividade em um ninho durante cinco anos, o qual chegou a ter ao menos 27
abelhas e 259 células, demonstrando que E. annectans pode compor grandes agregados de
individuos ou manter ninhos quase solitarios.

Embora E. annectans apresente esta plasticidade em termos de nidificacdo, a mesma é
aparentemente uma espécie susceptivel a producdo de machos diploides. Como discutido
anteriormente (3.4.4 Diversidade Genética: o estado da arte em Euglossini), himenopteros
possuem um sistema de determinacdo sexual haplodiploide controlado por uma interacao
alélica heterozigdtica, de modo que hemizigotos ou homozigotos ddo origem a machos. Em
outras palavras, niveis de diversidade genética baixos ou alto indice de endogamia poderiam
levar a0 aumento na producédo de machos diploides, podendo ainda interferir na sobrevivéncia
da espécie (ZAYED, 2009; ZAYED; ROUBIK; PACKER, 2004). Embora nao se tenha
estimativas da diversidade genética de um loco de determinacdo sexual tipo CSD em E.
annectans, resultados de estimativas de machos diploides apontam que E. annectans pode
atingir proporgoes entre 10% e 27% de machos diploides (GIANGARELLI et al., 2015).

Neste contexto, o estudo da diversidade genética faz-se urgente para esta espécie,
visando investigar seus niveis de diversidade genética. Do mesmo modo, o estudo de sua
historia biogeogréafica tem grande potencial para levantar hipoteses de padrbes biogeograficos
em euglossineos de distribuicdo interiorana ao longo da Mata Atlantica, principalmente na
Floresta Estacional Semidecidual.

3.7 O CASO DO GRUPO CRASSIPUNCTATA

Euglossa crassipunctata Moure 1968 e seus congéneres mais proximos (E. sapphirina
Moure, 1968; E. parvula Dressler, 1982; E. moratoi, E. pepei e E. clausi, Nemeésio e Engel,
2012) constituem um grupo de “espécies cripticas” (NEMESIO; ENGLE 2012), de dificil
identificacio (NEMESIO, 2009) e com tempo de divergéncia relativamente alto em relagéo ao
ancestral comum mais recente (ACMR) dos demais membros do género Euglossa (~15-20
milhGes de anos antes do presente, ap.), porém com diversificacgdo muito mais recente para o
ACMR do grupo crassipunctata, estimada entre 10 e 7 Ma a. p. (RAMIREZ et al. 2010a).

Atualmente, todos os membros do grupo crassipunctata encontram-se alocados no

subgénero Glossurella, movidos de Glossura juntamente com outras espécies do grupo
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bursigera, desde que Dressler (1982) revisou a subdivisdo de géneros da tribo Euglossini
(tratada neste estudo sensu Michener, 2000). Na primeira subdivisdo, Dressler (1978)
enquadrara E. sapphirina e E. crassipunctata no subgénero Glossura, o qual agrupa abelhas
pequenas de tegumento brilhante e glossa longa ou muito longa; com coxim mesotibial
anterior completo, ablongado ou ovalado; tibia posterior triangular, usualmente aguda; dois ou
trés dentes mandibulares; tufos variados nos esternitos metassomais; angulo pronatal obtuso; e
tufos escutelares moderadamente longos (espeécie tipo: E. piliventris).

Alguns anos depois, em Dressler (1982c), o mesmo autor descreve o subgénero
Glossurella para realocar espécies relacionadas a Euglossa bursigera, caracterizadas por
apresentar na tibia média um coxim anterior completo combinado com coxim posterior
ausente, presente e dividido em dois lobos, ou ainda, outros dois coxins completos; dois ou
trés dentes mandibulares; tufos no segundo esternito semicirculares presentes ou
rudimentares. Dressler (1982) ainda acrescenta uma nota biolégica a descricdo do novo
subgénero, indicando que a nidificacdo das espécies em Glossurella seria mais aérea do que
nas espécies de Glossura. Entretanto, 0 mesmo autor salienta que a area de ocupacdo das
espécies era pouco conhecida e que as espéecies sul-americanas ainda ndo apresentavam
fémeas descritas para a maior parte das espécies, o0 que torna dificil a adicdo deste carater
como uma apomorfia em Glossurella.

No que tange especificamente ao grupo crassipunctata, a similaridade e monofilia do
grupo podem ser observados ja na descricdo de suas primeiras espécies. De acordo com
Nemésio (2009), quando Moure (1968) descreve E. crassipunctata, concomitantemente
descreve E. sapphirina, ambas como espécies altamente similares e simpatricas na América
Central (Canal da Zona, Gamboa, Panama), porem com marcante diferenca de coloracdo

tegumentar, respectivamente verde (Figura 3.30-A, C, E) e azul (Figura 3.30-B, C, F).



124

F). Setas pretas indicam a posi¢do de possiveis carateres diagnésticos entre as espécies (vide texto). Adaptada de
Nemeésio (2009), fonte original (David W. Roubik).

Esta alta similaridade também é observada por Dressler (1982) no momento da
descricdo do subgénero Glossurella, quando o autor formaliza a existéncia do grupo
crassipunctata incluindo uma nova espécie, E. parvula Dressler (1982). Nas palavras do
préprio autor: “[...] existem varios grupos de espécies mais ou menos reconheciveis dentro de
Glossurella. O mais distinto dentre estes € 0 grupo crassipunctata com E. crassipunctata, E.

parvula e E. sapphirina [...]".
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O mesmo autor ainda define o grupo como abelhas de pequeno tamanho (~10 mm),
clipio azul escuro, episterno com pontuacgdes largas e um escutelo ainda mais pontuado.
Desde a publicacdo de Dressler (1982) ndo houveram alteragdes na constituicdo do grupo
crassipunctata e estudos de varias naturezas ampliaram a area de ocorréncia destas espécies
tanto para a América Central (ACKERMAN; APR; ACKERMAN, 1983; DRESSLER, 1978,
1982b; HINOJOSA-DIAZ; ENGEL, 2012; JANZEN et al, 1982), quanto na Bacia
Amazonica (OLIVEIRA; CAMPOS, 1996; STORCK-TONON; MORATO; OLIVEIRA,
2009) e Mata Atlantica (DURAN CORDEIRO et al., 2013; NEMESIO, 2009; NEMESIO;
ENGEL, 2012; NEMESIO; SILVEIRA, 2006a).

Embora haja uma clara confluéncia entre as espécies do grupo crassipunctata, o status
taxonémico de algumas delas vem sendo ponto de discussdo ao longo dos dltimos anos
(NEMESIO, 2009). De fato, historicamente a descricdo de algumas destas espécies dentre 0s
euglossineos € pouco contundente em relacdo as apomorfias que as distinguem. Este fato é
observavel no caso de E. crassipunctata e E. sapphirina ao analisar-se a chave de
identificacdo para as espécies do grupo Glossurella de Dressler (1982). Nesta chave, o autor
salienta a diferenca de coloracdo como principal apomorfia para distincdo entre E. sapphirina
e E. crassipunctata. Embora posteriormente Roubik e Hanson (2004) também chamem a
atencdo para a pontuacdo mais densa no escutelo de E. crassipunctata em relacdo a E.
sapphirina, permanece ainda um grande compartilhamento de caracteres (Figura 3.30), que
por sua vez, ressalta a intima relacdo entre as espécies do grupo.

Interessantemente, quando se analisa as caracteristicas verificaveis entre os hol6tipos
da Figura 3.30 (A, C e E: E. crassipunctata; B, D e F: E. sapphirina) pode-se observar outras
diferencas morfologicas, que ndo apenas a coloracdo tegumentar. O clipeo levemente
esverdeado em E. crassipunctata (Figura 3.30-A) é acompanhado de uma maior concentracao
de cerdas metatibiais combinados com um maior alargamento da por¢do terminal da fenda
metatibial (Figura 3.30-C, D). Adicionalmente, as cerdas na face posterior da tibia média séo
mais densas em E. crassipunctata e tem inicio mais proximo a articulacdo femorotibial,
alinhado com a linha basal do coxim anterior (Figura 3.30-E, seta preta). Ja em E. sapphirina
as cerdas mesotibiais sdo mais esparsas (Figura 3.30-F, seta preta), tornando-se mais densas
na porcdo medio-basal. No entanto, € importante ressaltar que estes caracteres nao puderam
ser amplamente observados em diferentes paratipos da série tipo e, portanto, ndo é possivel
determinar a amplitude de variacdo intraespecifica dos mesmos.

No que tange a mais evidente apomorfia do grupo, o uso da coloragcdo como carater

apomorfico e diagnostico dentre as espécies do grupo é bastante controverso na literatura.
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Embora este carater j& tenha sido utilizado como diagnose e apomorfia em algumas
descri¢cdes, como no proprio caso de E. sapphirina e E. crassipunctata, ainda ndo ha consenso
sobre os fatores determinantes desta variacdo, se de influéncia ambiental ou genética, ou ainda
um artefato do processo de secagem dos exemplares (veja NEMESIO, 2009; red and blue
phenomenon).

Ambas ideias tém argumentos a seu favor, seja a congruéncia dos morfotipos e suas
distribuicdes latitudinais ou a existéncia de linhagens genéticas relativamente congruentes
com os morfotipos de cor (PENHA et al. 2015; FRANTINE-SILVA et al. 2017). Um terceiro
argumento seria a existéncia de zonas hibridas com morfotipos intermediarios que, por sua
vez, poderia sugerir tanto uma zona ambiental intermediaria quanto um sistema de interagdo
alélica ou génica, congruente com uma “hipotese genética”.

De modo geral, é bastante plausivel que o feno6tipo de coloracdo seja naturalmente
resultado de uma interacdo ambiente e genotipo, alinhados ou ndo com isolamento
reprodutivo. Esta linha de raciocinio ganha forca ao considerar-se a transitoriedade da
associacdo destas variacdes de coloracdo com a congruéncia de hipGteses de espécie validas.
Em alguns casos a diferenca de coloracdo parece um carater confiavel, mesmo para espécies
simpatricas, como mais uma vez no exemplo de E. crassipunctata e E. sapphirina na América
Central. Por outro lado, vérias outras hipdteses de espécies baseadas em diferencas de
coloracdo ndo apresentam suporte quando analisadas a partir de dados genéticos (FARIA JR;
MELO, 2007; FERRARI; MELO, 2014; FRANTINE-SILVA et al., 2017; PENHA et al.,
2015). Exemplos recentes sdo descritos para Euglossa townsendi Cockerell, 1904, Euglossa
iopoecila Dressler, 1982 e Euglossa stellfeldi Moure, 1947, onde as diferencas entre linhagens
mitocondriais ou nucleares ndo sdo compativeis com 0s niveis esperados entre espécies
diferentes (FERRARI; MELO, 2014; FRANTINE-SILVA et al., 2017; PENHA et al., 2015).
Vale ressaltar ainda que os estudos até o presente exploraram diferencas mitocondriais e
apenas Penha et al. (2015) possui uma analise de DNA nuclear em uma éarea parcial de
distribuicdo de E. iopoecila. Deste modo, esta questdo estara em aberto até que estudos mais
aprofundados elucidem os mecanismos moleculares de determinacdo de coloragdo tegumentar
nos euglossineos, para que entdo possa-se compreender os limites da influéncia genética e
ambiental nestes padrées. N&o obstante, o estudo sobre a biogeografia historica dos
euglossineos tende também a contribuir com a elucidacéo desta questdo em particular, visto
que a mesma pode oferecer informacdes sobre eventos vicariantes e sua congruéncia com a

hipotese de espécies.
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E no 4mbito biogeografico que a discussdo entorno do status taxondmico do grupo
crassipunctata ganha énfase. Até 2012 o grupo crassipunctata compreendia apenas trés
espécies, como dito anteriormente, E. crassipunctata e E. sapphirina, além de E. parvula. De
acordo com os dados compilados a partir do Catadlogo de Abelhas Moure (MOURE et al.,
2012), ha a hipotese de que E. crassipunctata seja uma espécie amplamente distribuida desde
a América Central, cruzando a barreira dos Andes colombianos até a bacia Amazonica,
isolada da porcdo centro-norte da Mata Atlantica pela diagonal arida (Caatinga, Cerrado e
Chaco), ocorrendo de Pernambuco até o Rio de Janeiro. Ao mesmo tempo, E. sapphirina
apresentar-se-ia como uma espécie de distribuicdo disjunta, restrita a América Central e,
portanto, sem registros na Bacia Amazonica, mas voltando a ocorrer na porgéo sul da Mata
Atlantica, entre a regido de Ubatuba-SP e Salto Morato-PR (Figura 3.31-A).
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Figura 3.31 Ocorréncia conhecida das espécies do grupo crassipunctata de acordo com duas hipdteses de espécies. A- De acordo com Moure et al. (2012); B - De acordo com
Nemeésio e Engel (2012). Em A, E. sapphirina tem distribuigdo disjunta, ocorrendo no sul da Mata Atlantica e apenas na América Central. Destaque em B para E. pepei com
ocorréncia pontual no sul da Bahia e E. clausi com distribuicdo em toda a Mata Atlantica.
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Embora amplas distribuigdes, como a aceita por Moure et al. (2012) para e E.
crassipunctata, sejam relativamente observadas para alguns grupos, a exemplo de espécies de
pimenta da familia Piperaceae (QUIJANO-ABRIL; CALLEJAS-POSADA; MIRANDA-
ESQUIVEL, 2006), morcegos vespertiolionideos (LARSEN et al, 2012), aves
Dendrocolaptidae (ROCHA et al., 2015) e mesmo euglossineos (ver E. townsendi; FERRARI;
MELO, 2014), a ocorréncia de espécies com distribuicdo disjunta, como a resultante para E.
sapphirina, é sempre desafiadora do ponto de vista biogeografico.

Especificamente, para 0 grupo crassipunctata, Nemésio (2009) ja salientara a baixa
parcimonia da distribuicdo destas duas espécies, E. crassipunctata e E. sapphirina, como um
ponto de destaque em relacdo ao status taxondmico deste grupo. Alguns anos depois,
Nemésio e Engel (2012) sugeriram a divisdo do grupo sustentando esta hipOtese em
diferencas na terminalia das espécies, tamanho corporal e a propria distribuicdo geografica’
(Figura 3.32).

" Embora Nemésio e Engel (2012) descrevem uma série de modificacdes na angulagdo do gondstilo e de
processos relacionado ao oitavo esternito para todas as espécies descritas, apenas as modificacfes externas e
independentes de dissecacdo foram abordadas.
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Figura 3.32 Viséo frontal e cara
de Nemeésio e Engel (2012).

De acordo com a hipotese de Nemésio e Engel (2012), haveria uma divisao entre 0s
clados amazonicos e da Mata Atlantica (Figura 3.32, A-D; I-L) em trés novas espécies: E.
clausi e E. pepei para a Mata Atlantica, e E. moratoi para a Bacia Amazonica (Figura 3.32, E-
H). Estes autores reafirmam a hipétese de Nemésio (2009) de que E. sapphirina e E.
crassipunctata seriam uma Unica espécie na Mata Atlantica, E. clausi, exibindo dois
morfotipos de coloracdo, mas sim compartilhariam uma Unica colora¢do tegumentar azul-
esverdeada e 0 maior tamanho corporal do grupo crassipunctata (> 10mm). J& a espécie da
bacia amazodnica E. moratoi, antes identificada como E. crassipunctata, constituiria uma nova
espécie por apresentar o menor tamanho do grupo (20% menor), coloragdo tegumentar
plenamente verde e o maior coxim posterior do grupo (Figura 3.32, E-H). Por fim, E. pepei
seria uma espécie, endémica a regido de Porto Seguro, com exemplares coletados apenas no
Parque Nacional do Pau Brasil. Interessantemente, embora E. pepei tenha sido descrita a
partir de uma série tipo bastante reduzida (cinco individuos) de uma unica localidade, a

mesma seria a espécie mais distinta das descritas naquele estudo, com coxim anterior muito
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semelhante ao de E. parvula, porém com o coxim posterior presente e 0 menor dentre as
espécies do grupo (Figura 3.32, 1-J). Segundo Nemésio e Engel (2012), E. pepei ainda se
distingue de E. parvula pelo maior tamanho do coxim anterior da mesotibia além da fenda
metatibial menor.

Em suma, a excec¢do de E. parvula, todas as espécies do grupo crassipunctata parecem
apresentar questdes taxonomica relacionadas e, ainda que o presente estudo ndo se preste
primariamente a proposic¢ao de novas hipoteses de espécies, analises genéticas podem auxiliar
na elucidacéo e delimitacdo entre os limites populacionais e de espécie, suportando ou nao as
hipo6teses atualmente propostas.

Adicionalmente, a despeito do status taxonémico das espécies do grupo, fica também
evidente o carater monofilético de todas estas espécies e/ou populacbes deste grupo e, ao
mesmo tempo, a complexidade de sua historia biogeografica e evolutiva. Assim, explorar as
relacOes filogenéticas e geograficas dos clados que constituem o grupo crassipunctata mostra-
se bastante relevante para o entendimento da dindmica biogeogréfica das abelhas das

orquideas, sua historia evolutiva e, consequentemente, das florestas Umidas neotropicais.
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4 CAPITULO 1: FILOGEOGRAFIA E HISTORIA EVOLUTIVA DO GRUPO
CRASSIPUNCTATA (APIDAE: EUGLOSSINI) ACESSADA POR GENOTYPING
BY SEQUENCING E MODELAGEM DE NICHO ECOLOGICO

RESUMO

No presente estudo as relacdes filogenéticas e filogeograficas de cinco das seis
espécies do grupo crassipunctata foram investigadas utilizando 3248 locos Genotyping by
sequencing (GBS), correspondendo a 312.840 pb. Adicionalmente, a influéncia dos eventos
climéaticos do Quaternério foi avaliada pela relagdo dos putativos padrdes de distribuicéo,
obtidos por modelos de nicho ecoldgico, com os padrdes filogenéticos e de estrutura
populacional da espécie atlantica Euglossa clausi. Os resultados apontam uma nova hipétese
filogenética para grupo, com pontos de diversificacdo na transicdo Mioceno-Plioceno e
Plioceno-Pleistoceno. Um corredor central entre a Amazonia (AM) e Mata Atlantica (MA)
apresenta-se como principal rota de coloniza¢do do grupo para este ambiente. O padréo de
estrutura genética encontrada para a espécie atlantica indica clusters concordantes com as
expectativas dos modelos climéaticos atuais. Em consondncia com outros estudos, 0s
resultados aqui apresentados demonstram que as flutuacdes climaticas do Quaternario foram
determinantes para a colonizacdo da MA e definicdo da estrutura genética das espécies
endémicas a este bioma, mas tiveram uma importancia reduzida na diversificacdo das demais

espécies do grupo.
Palavras-chave: Euglossini, GBS, Filogeografia, RAD-tags, Filogenia

4.1 INTRODUCAO

Espécies distribuidas ao longo dos neotropicos tém experimentado uma histéria
geoldgica bastante dinamica, especialmente nos ultimos 25 Ma a. p., com a formacao
progressiva dos Andes entre 23 e 4 Ma a. p., passando pela formacao da Bacia Amazonica ha
~7 Ma a. p. (Hoorn et al., 2010), até o fechamento definitivo do Istmo do Panamé, ha
aproximadamente 2,8 Ma a. p. (O’Dea et al., 2016). Um crescente nimero de estudos tem
apontado a importancia de eventos climaticos ao longo do Quaternario, mais especificamente
no Pleistoceno, sobre a diversificacdo e estruturagdo genética de espécies neotropicais
(Muellner et al., 2005; Carnaval et al., 2009; Maldonado-Coelho, 2012; Batalha-Filho &
Miyaki, 2016; Trujillo-Arias et al., 2017).
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Frequentemente ideias como a Teoria dos Refugios (Haffer, 1969) sdo evocadas para
explicar eventos de especiacdo na regido Neotropical, uma vez que envolvem sucessivos
cenarios de vicariancia causados por ciclos de expansdo e retracdo das florestas Umidas
(Haffer, 2008) decorrentes dos ciclos glaciais do Pleistoceno (Ehlers et al., 2018). Embora ao
longo dos anos a ideia da Teoria dos Refugios (sensu Haffer, 1969) como principal motor de
diversificacdo nas florestas sul-americanas tenha caido em desuso, devido a uma série de
questdes relacionadas ao modelo (Bush & Oliveira, 2006), uma nova interpretagdo de como
estas variagdes poderiam ter influenciado a biota ao longo dos Gltimos 2,58 Ma (Carnaval &
Moritz, 2008) tem ganhado suporte de estudos filogeograficos recentes, principalmente no
bioma de Mata Atlantica (MA) (Maldonado-Coelho, 2012; Batalha-Filho & Miyaki, 2016;
Frantine-Silva et al., 2017). Contudo, a maior parte destes estudos tém dado énfase ao
entendimento de processos em nivel interno do bioma, com uma menor atencdo aos efeitos
das glaciacdes entre os diferentes biomas (Trujillo-Arias et al., 2017).

Abelhas da tribo Euglossini sdo modelos bastante interessantes para estudos de
processos evolutivos na regido Neotropical por diversos motivos. Abelhas das orquideas,
como sdo popularmente conhecidas, constituem um grupo de abelhas “exclusivamente”
neotropicais, incluindo uma grande diversidade de espécies (Roubik & Hanson, 2004,
Nemeésio, 2009; Moure et al., 2012), origem amazonica ha cerca de 40 Ma a. p. (Roubik &
Hanson, 2004; Ramirez et al., 2010), uma gama de comportamentos peculiares (Dressler,
1982a; Roubik & Hanson, 2004), e uma histéria biogeografica praticamente inexplorada
(Ramirez et al., 2010). Estas abelhas possuem ainda varias espécies com grande associacao
com florestas Umidas (Dressler, 1982a), onde alguns grupos se diversificaram em um
gradiente de tolerancia fisiol6gica com especificidades de nicho (Lopez-Uribe et al., 2014).

A tribo Euglossini compreende quase 250 espécies distribuidas em cinco géneros
(Cameron, 2004), dos quais Euglossa é o mais diverso com cerca de 120 espécies (Moure et
al., 2012). Estas espécies estdo distribuidas em seis subgéneros: Dasystilbe, Euglossa,
Euglossella, Glossura, Glossurella e Glossuropoda; e doze grupos de espécies (Dressler,
1982a; Cameron, 2004). Dentre essa matriz de espécies, poucas sdo tdo amplamente
distribuidas geograficamente quanto aquelas do grupo crassipunctata, Euglossa (Glossurella)
(Dressler, 1982b), as quais se distribuem desde a América Central (Nicardgua, Costa Rica e
Panama) até o sudeste da MA (litoral de S&o Paulo, Brasil). Atualmente, este grupo
compreende seis espécies: Euglossa clausi Nemésio & Engel 2012, Euglossa crassipunctata
Moure 1968, Euglossa moratoi Nemésio & Engel 2012, Euglossa parvula Dressler 1982,
Euglossa pepei Nemésio & Engel 2012 e Euglossa sapphirina Moure 1968; reconhecidas
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como um grupo distinto desde sua proposicdo (Dressler, 1982b), sendo confirmado como
monofilético em analises moleculares recentes (Ramirez et al., 2010). Embora a atual
hipotese de separagdo do grupo acomode de forma mais parcimoniosa a ampla distribui¢do
das espécies, 0 processo pelo qual essas espécies atingiram seus respectivos status ainda se
encontra inexplorado.

Neste contexto, o presente estudo emprega uma abordagem integrada utilizando
milhares de marcadores GBS (Genotyping by Sequencing) (Elshire et al., 2011) associados a
modelagem de nicho ecoldgico e paleodistribuicdo (Phillips et al., 2006), visando inferir
sobre os processos que influenciaram a diversificacdo das abelhas das orquideas. Para tanto,
analises filogenéticas envolvendo o grupo monofilético crassipunctata foram avaliadas em
um contexto cronoldgico para identificar os possiveis eventos relacionados a diversificacdo
deste grupo. Adicionalmente, a estrutura populacional da espécie atlantica E. clausi foi
acessada buscando analisar a congruéncia dos padrBes genéticos espaciais com as predicdes
dos modelos paleoclimaticos. Por fim, as implicaces taxonémicas da filogenia proposta sao

brevemente discutidas para propor uma nova subdivisdo do grupo crassipunctata.

4.2 MATERIAIS E METODOS
4.2.1 Area de Estudo e Amostragem

Considerando-se a distribuicdo continental do grupo crassipunctata (Nemésio &
Engel, 2012), um levantamento dos registros de ocorréncia para as diferentes espécies do
grupo foi realizado com base em dados da literatura, registros em coleces e museus, além do
banco de dados online (veja a secdo de modelagem de nicho ecoldgico). Os dados levantados
para as analises de nicho ecolégico encontram-se resumidos na Figura 4.1 com a &rea de
distribuicdo de cada espécie representada em forma de poligonos gerados pela interseccao
dos pontos mais externos dos registros levantados para cada espécie. Ao longo do presente
estudo considerou-se a classificacdo proposta por Nemésio e Engel (2012) para o

reconhecimento dos registros ainda inalterados em varias fontes de dados.



161

Figura 4.1. Distribuicdo dos pontos de amostragem e 4reas de distribuicdo conhecida para o grupo
crassipunctata utilizados neste estudo. Areas em diferentes cores indicam as respectivas areas de distribuicdo
conhecidas para cada espécie. Em azul: Euglossa sapphirina; verde: Euglossa crassipunctata; rosa: Euglossa
parvula; vermelho: Euglossa moratoi; amarelo: Euglossa clausi. Dados de Euglossa pepei ndo sdo apresentados.

As amostras utilizadas nas analises moleculares provenientes de 17 localidades, foram
coletadas ao longo de suas respectivas distribuicdes desde a América Central e América do
Sul (Figura 4.1; Tabela 4.1), seguindo o protocolo descrito por Giangarelli et al. (2009) e
Ramirez et al. (2010), entre os anos de 2002 e 2006 (E. parvula, E crassipunctata, E.
sapphirina e E. moratoi) e 2014 e 2016 (Euglossa clausi e Euglossa pepei), utilizando
armadilhas (Ramalho et al., 2009) e coletas ativas com iscas odoriferas (Nemésio & Santos
Junior, 2014; Frantine-Silva et al., 2017).
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Tabela 4.1 Descricdo das areas e numero de machos amostrados para as seis espécies do grupo
crassipunctata. O cddigo das localidades (ID), localizacdo, bem como latitude e longitude sdo
apresentados ao lado do numero de individuos amostrados. A - Euglossa crassipunctata; B —
Euglossa sapphirina; C — Euglossa moratoi; D — Euglossa clausi; E - Euglossa parvula; F —
Euglossa pepei.

ID Localidade Latitude Longitudle A B C D E F N
PO  Estacdo Ecoldgica La Selva - CR 10,430442 8 4,0(;8531 2 2 4
P1  Estacdo Ecoldgica La Gamba - CR 8,7023190 83,2(;6836 2 5 8
P2  Bahia Solano, Choco - CO 6,2151030 77,4(;6233 7 6 12
P3  LaDorada, Caldas - CO 54990800 4,6€;Z3 47 2 2
P4  Manaus, Amazonas - BR 2,95(54760 59,92-6394 5 5
P5  Mamanguape, Paraiba - BR 6,73(;5010 35'17_9149 2 2
P6  Sdo José da Laje, Alagoas - BR 8,93?;7490 36,01_2453 5 5
P7  Murici, Alagoas - BR 9,2443980 35,8(;0826 i 11
P8  Camacan, Bahia - BR 15,42_3622 39'561705 8 8
P9  Porto Seguro, Bahia- BR 16,39;5150 39,17-4996 3 3
gl Prado, Bahia - BR 17128357 39,349844 6 L7
P1  Conceigdo da Barra, Espirito Santo - - - 3 3
1 BR 18,424333  39,872963

51 Linhares, Espirito Santo - BR 19,03;5305 40,13:6453 5 5
gl Picinguaba, S0 Paulo - BR 23,33_9233 44,8?:4434 ; 12
Zl Ubatuba, S0 Paulo - BR 23,39;8530 45,0(;5258 é 16
21 llhabela, S&o Paulo - BR 23,83-2819 45'369999 8 8
gl S4o Sebastido, Sdo Paulo - BR 23,71;4016 45,72_2783 4 4
51 Lagunas, Alto Amazonas — PE -4,956756 74,25_;4935 1 1
Total 151

Grande parte dessas amostras foram cedidas por varios pesquisadores, incluindo Dr.
José Eustaquio Santos-Junior, Dr. Léo Correia Rocha-Filho, Dr. Marcio de Oliveira e Dr.
Santiago Ramirez, de modo que seus respectivos vouchers encontram-se depositados em trés
diferentes instituicoes: Colecdo de Abelhas do Museu de Zoologia da Universidade Estadual
de Londrina, Colecdo Entomoldgica da Universidade Federal de Minas Gerais, Colecéo de
Abelhas do Laboratorio do Dr. Santiago Ramirez na Universidade da California.
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4.2.2 Procedimentos Moleculares

Amostras de DNA foram extraidas das pernas protoracicas, musculatura toracica ou
genitalia por meio do protocolo de Chelex100, segundo Frantine-Silva et al. (2015) ou com
auxilio de kit de extracdo DNAeasy Blood and Tissue (Qiagen, CA), seguindo as
recomendacfes do fabricante. As bibliotecas GBS foram construidas a partir do protocolo
original (Elshire et al., 2011), utilizando a enzima de restricdo NSil (NEB, Beverly, MA,
USA), a qual possui corte coesivo em sitios de seis pares de bases (3 T"ACGTAS'). Assim
como o sequenciamento RAD, a técnica de GBS é também baseada em representacédo
reduzida do genémica via enzima de restricdo (McCormack et al., 2013), porém se difere do
RAD-seq pela auséncia de selecdo de fragmentos na ligacdo dos adaptadores por tamanho,
facilitando o manuseio e a construcdo da biblioteca (Elshire et al., 2011). As amostras
indicadas na Tabela 4.1 foram individualmente identificadas por indices “barcodes” e
sequenciadas em duas corridas single-end de 100pb em sequenciador NGS Illumina HiSeq
2000 (San Diego, CA, USA) no Laboratorio de Sequenciamento Gendmico Vincent J. Coates
na Universidade da Califdrnia, Berkeley.

4.2.3 Anélise dos Dados Moleculares
4.2.3.1 Busca de marcadores e qualidade dos dados

Sequéncias de 100pb foram demultiplexadas por meio software Stacks 1.47 (Catchen
et al., 2013), descartando sequéncias com auséncia dos indices barcodes, sitio de restricdo ou
com distancia maior do que uma base entre sitio de restricdo e indice barcodes. Apés a
associacdo entre sequéncias e amostras, os indices barcodes e sitios de restricdo foram
removidos, resultando em sequéncias de 90 pb utilizando scripts Perl personalizados,
descartando sequéncias com escores de qualidade inferiores a 80% (Rochette & Catchen,
2017).

Embora o genoma de Euglossa dilemma tenha sido recentemente descrito (Brand et
al., 2017), o alinhamento entre as sequéncias aqui geradas via protocolo GBS para as espécies
do grupo crassipunctata apresentaram valores de cobertura muito reduzidos (< 5%), de modo
que a abordagem De Novo foi empregada para a obtengdo de um maior nimero de SNPs. As
pipelines contidas no programa Stacks 1.47 foram utilizadas manualmente devido a sua
versatilidade e boa recuperacdo de SNPs frente as outras pipelines disponiveis (Torkamaneh
et al., 2016). Primeiro, a funcdo ustacks foi executada com nimero minimo de “reads”

idénticos para delimitar um marcador inicial (-m) igual a trés e méximo de diferenca para
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reagrupar possiveis marcadores sobrepostos (-M) igual a dois. Em seguida, um catalogo de
locos foi criado por meio da fungéo cstacks com até sete bases desalinhadas para confirmar a
correspondéncia entre locos de diferentes amostras (-n). Por fim, a fun¢do populations do
programa Stacks foi executada para gerar arquivos de saida para os programas filogenéticos e
populacionais, filtrando amostras com ao menos 500.000 reads, 20% ou mais de dados
perdidos e uma frequéncia minima de alelo de 1% ou maior do que a frequéncia minima de
um alelo comum. Adicionalmente foram incluidos apenas os locos ou marcadores que

estivessem presentes em 90% das espécies e/ou populagdes analisadas.

4.2.3.2 Inferéncia filogenética

Supermatrizes concatenadas foram construidas a partir de sequéncias GBS (90 pb),
considerando o consenso entre populagdes. Adicionalmente, amostras de diferentes
localidades para as espécies amazOnicas foram reunidas em uma Unica populacéo (E. parvula,
E. crasipuncata, E. sapphirina e E. moratoi). Métodos de Maxima Verossimilhanca
executado pelo programa RAXML (Stamatakis, 2006) e de inferéncia Bayesiana pelo
programa MrBayes v.3.2.2 (Ronquist et al., 2012) foram utilizados para reconstruir a histéria
filogenética das espécies do grupo crassipunctata. O programa MrBayes foi utilizado com os
seguintes parametros, modelo GTR + I', cadeias de Markov e Monte Carlo (MCMC) com
comprimento de 10.000.000 de geracGes com quatro cadeias independentes, amostrando
parametros a cada 1000 geracdes. No programa PhyML foi utilizado o modelo GTR, com
arvore inicial aleatdria e 1.000 bootstraps. Modelos de substituicdo GTR foram utilizados nas
supermatrizes concatenadas devido a complexa histéria evolutiva relacionada a origem das
centenas de locos GBS (Tariel et al., 2016). A convergéncia das cadeias da MCMC foi
avaliada pelo programa Tracer 1.16 do pacote BEAST (Drummond & Rambaut, 2007), bem
como a arvore de maxima credibilidade foi gerada pelo programa LogCombiner, do mesmo
pacote. Arvores filogenéticas e valores de suporte foram visualizados utilizando o programa
FigTree v1.4.0 (Rambaut, 2014).

Tempos de divergéncia foram estimados pelo software BEAST v 2.3 (Drummond &
Rambaut, 2007) utilizando um reldgio molecular relaxado, com distribuicdo logNormal,
combinado a um Modelo Yule de coalescéncia e modelo de substituicdo nucleotidica
GTR+I', a exemplo das analises filogenéticas. Quatro corridas independentes foram
realizadas com 10 milhdes de geracbes, amostrando parametros a cada 1.000 geracoes,
partindo de arvores iniciais que foram fornecidas pelo usuario, baseadas nos resultados das

analises de Maxima Verossimilhanca e Bayesiana. Com base carater monofilético das
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espécies do grupo crassipunctata, as arvores foram calibradas para a datacdo da coalescéncia
das espécies do grupo, centralizada em 8,1 Ma a. p. (s. d. 2,5), a partir de estimativas de

Ramirez et al. (2010), estimadas aproximadamente entre 7 € 9,2 Ma a.p.

4.2.3.3 Andlises discriminatdrias e Parametros populacionais

Para avaliar a capacidade dos dados em diferenciar espécies e populacdes, analises
ndo paramétricas de escalonamento multidimensional (non-parametric multidimensional
scalling, nMDS) foram conduzidas no software TASSEL v. 50 (Lu et al., 2012).
Adicionalmente, o software Structure v. 3.3.4 (Pritchard et al., 2000), foi utilizado para
avaliar a estrutura populacional da espécie da MA, utilizando o modelo admixture, com K
variando entre 1 e 13 com 20 interacdes de 100.000 passos para as cadeias Markov e Monte
Carlo (MCMC), com descarte inicial das 10.000 primeiras interagdes. Os resultados desta
analise foram visualizados pelo pacote CLUMPAK (Kopelman et al., 2015) observando o AK
para determinar o K mais provavel. indices de diversidade nucleotidica e proporcio de locos

polimorficos foram estimados no software Stacks v. 1.47 (Catchen et al., 2013).

4.2.4 Modelagem de Nicho Ecoldgico

Considerando os efeito dos ciclos glaciares ao longo do Quaternério sobre a
diversificacdo de espécies das florestas tropicais (LOpez-Uribe et al., 2014; Trujillo-Arias et
al., 2017), bem como na estruturacdo genética de populacdes (Carnaval et al., 2009; Batalha-
Filho & Miyaki, 2016; Frantine-Silva et al., 2017), modelos de nicho ecoldgico foram
construidos, objetivando avaliar a congruéncia entre os padrbes filogenéticos e areas de
adequabilidade para as respectivas espécies do grupo crassipunctata. Para tanto, o software
MaxEnt v 3.3.3 k (Phillips et al., 2006) foi utilizado para construir modelos putativos de
distribuicdo com base no algoritmo de Maxima Entropia (Phillips et al., 2004). Variaveis com
maior importancia para 0s quatro principais componentes (~90% da variacdo) foram
selecionadas via PCA. Para evitar o efeito de colinearidade entre variaveis, os resultados da
PCA foram também plotados em um mapa de fatores, onde variaveis sobrepostas foram
consideradas colineares e, subsequentemente removidas. Um conjunto de 13 variaveis foi
retido compreendendo uma variagdo média de 91,2% (d. p. 4,3), as quais sdo: BIO 11, BIO 6,
BIO 10, BIO 5, BIO 1, BIO 9, BIO 7, BIO 8, BIO 16, BIO 12, BIO 17, BIO15 e BIO 13.

Os modelos foram baseados em diferentes numeros de registros de ocorréncia,
totalizando 260 registros: E. clausi (51), E. crassipunctata (30), E. moratoi (96), E. parvula

(14), E. pepei (apenas 1 registro) e E. sapphirina (59) (veja Apéndice C). As ocorréncias
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georreferenciadas foram obtidas na literatura disponivel, na colecdo de Abelhas do Museu de
Zoologia da Universidade Estadual de Londrina e nos bancos de Dados SpeciesLink
(http://lwww.splink.org) e Catalogue of Life quando havia referéncia do material analisado.
Os modelos gerados a partir destas ocorréncias e das diferentes estratégias para selecdo de
variaveis, foram avaliadas segundo os valores de area sob a curva (AUC), que corresponde a
relacdo entre especificidade e sensibilidade do modelo em relagdo a possivel ocorréncia da
espécie (Merow et al., 2013).

Os modelos gerados foram entdo projetados para o Gltimo méaximo glacial (Last
Glacial Maximum, LGM; 21 Ka a. p.) considerando trés diferentes Modelos de Circulacdo
Geral (Circulation General Models, GCM), incluindo o Community Climate System Model
versdo 4.0, CCSM4 (GENT et al., 2011); Max-Plank Institute - Earth System Model, MPI-
ESM (GIORGETTA et al., 2013); e Model for Interdisciplinary Research on Climate - Earth
System Model, MIROC-ESM (WATANABE et al., 2011). Estes trés modelos apresentam
diferentes especificidades para interpolacdo e projecdo dos dados climaticos em relacdo ao
tempo considerando a exposicdo da Plataforma Continental no Gltimo méaximo glacial. O
pacote “Raster” do software R foi utilizado para equacionar datum (WGS84) e escala das 19
variaveis climaticas para todos os GCMs em resolucdo final de 30 segundos de arco (arcsec,
~1 Km?). Considerando a distribuicdo continental do grupo crassipunctata, os modelos de
nicho ecoldgico (ENM) foram gerados para o espaco geogréfico entre as latitudes 23 e -67, e
longitudes -107 e -34, compreendendo toda a regido Neotropical. Os modelos de
adequabilidade ambiental foram gerados no software MaxEnt v 3.3.3 retendo 25% das
amostras para validacdo cruzada e os demais 75% como dados de treinamento e teste de
modelo ao longo de 10 replicagcdes independentes. Limiares de igual sensibilidade e
especificidade foram empregados para gerar as projecdes logisticas e demais parametros
foram utilizados em valores padrdo do software. A partir das projecGes logisticas, mapas
binarios de presenca foram produzidos utilizando o software QGIS 2.14 (Quantum GIS
Team, 2016) a partir de um limiar de corte de 0,5 para a taxa de adequabilidade, que segundo
com Lopez-Uribe et al. (2014) é adequado pois, alem de ser um valor padrdo para a
determinacdo da presenca de espécies, este também evita a consideracdo de extremos das
curvas de adequabilidade onde os valores entre diferentes espécies tendem a convergir.
Finalmente, mapas de ocorréncia combinados por multiplicacdo do canal alpha com fator
0,33 foram usados para gerar os mapas de consenso entre os diferentes GCMs.
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4.3 RESULTADOS
4.3.1 Genotipagem e estatisticas populacionais

Foram identificados ao longo de todas as populagdes analisadas um total de 119.257
locos, incluindo 31.120 SNPs. Apds a aplicacdo dos parametros de filtragem para dados
perdidos < 20%, frequéncia minima de alelo alternativo 1% e presenca do SNP em ao menos
80% das populacbes/espécies, 3.476 locos foram identificados com cobertura média de 10,7
reads por loco (d. p. 5,7), resultando em um conjunto de 1.529 SNPs retidos entre espécies e
687 SNPs entre as populacdes de E. clausi na MA (Tabela 4.2).

Tabela 4.2 Indices de polimorfismos entre grupos de sequéncias analisando um conjunto de 3.476
GBS-locos entre cinco espécies do grupo crassipunctata. Para cada espécie ou populacdo, sdo
apresentados: namero de locos obtidos (N); de sitios analisados (Ns); sitios privados (Ps); sitios
segregantes (S); ndmero médio de individuos analisados por loco (N) e desvio padrdo (d. p.);
diversidade nucleotidica ()

ID NL Ns Ps S N d.p. w10° d.p.10?
E. parvula 2.789 250.870 863  1.069 1 0 0,0 0,0
E. sapphirina 2.819 253758 680  1.322  1,7235 1,37 0,3 0,2
E. crassipunctata 3.476  312.840 780 1.664 3,5615 2,0622 0,9 0,4
E. moratoi 2.676 240901 893 1476  1,3708  0,3873 0,2 0,1
E. clausi 3.476 312840 1023 1874 35735 27401 35 0,6
P5 599  53.910 18 46 13781 02351 09 0,5
P6 610  54.900 12 81 34374 10429 09 0,3
P7 523  52.070 43 141 50199 29314 09 0,4
P8 597  53.730 27 08 3,3944 15314 15 0,4
P9 625  56.250 20 86 15759  0,3661 1,2 0,8
P10 637  57.330 35 168 3,6803 14137 1,3 0,6
P11 641  57.690 19 96 2,034 0,580 11 0,5
P12 613  55.170 16 99 32069 09023 1,0 0,4
P13 625  56.250 17 67 8,7657 84909 1,0 0,6
P14 645  58.050 9 53 7,7393 59354 0,9 0,4
P15 640  57.600 8 93 2,3593 09548 0,9 0,5
P16 643  57.870 19 76 44885 29303 09 0,7

Uma baixa diferenca entre o nimero de locos obtidos dentre espécies foi observada,
variando entre 2.789 em E. parvula a 3.476 em E. crassipunctata e E. clausi, os quais
refletem diretamente o nimero de individuos analisados por tdxon. O mesmo pode ser
observado para as demais estatisticas (Ns, Ps e S) que apresentaram numeros relativamente
homogéneo entre as espécies analisadas, com aumento expressivo para os dados de E. clausi,
a qual apresenta também o maior nimero de individuos analisados. Por outro lado, a
comparacdo entre as amostras de E. clausi revela um baixo nimero de sitios privados em

relacdo as suas demais populagdes, variando de oito em P15 a 35 em P10. Adicionalmente, 0s
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valores de m mostram-Se pouco varidveis ao longo das amostras de E. clausi, embora sejam
ligeiramente maiores nas populacdes da porcdo central e norte da distribuicdo desta espécie
(P5-P12).

4.3.2 Andlise Filogenética

A abordagem aqui empregada utilizou 3476 locos GBS, os quais produziram 1529
sitios polimorficos filogeneticamente informativos e uma supermatriz de 312.840 pb. As
topologias resultantes das analises de Méxima Verossimilhanca e inferéncia Bayesiana se
apresentaram bastante similares e foram resumidas em uma Unica arvore (Figura 4.2). Os
resultados apontam E. sapphirina e E. parvula como grupo irmédo de E. crassipunctata, E.
moratoi e E. clausi, todos com 100% de suporte em ambas analises. A analise filogenética
também revelou um agrupamento peculiar entre as amostras de E. clausi, apresentando um
grupo monofilético para as amostras do sul da MA (SMA) e do norte (NMA), separando as
amostras da porcdo central (CMA) em dois grupos (Figura 4.2), embora para alguns destes
grupos o suporte seja baixo (< 70%) ou relativamente baixo, entre 70% e 80%.

Um importante ponto de diversificacdo para a maior parte das espécies do grupo é
encontrado no final do Mioceno, ha cerca de 5,9 Ma a. p. (95% i.c. 4,9 — 6,1), demarcando a
separacao de duas linhagens diferentes (E. sapphirina + E. parvula; e (E. crassipunctata +
[E. moratoi + E. clausi]). Ja separacdo da espécie Amazonica e Atlantica foi estimada para
2,9 Ma a. p. (95% i.c. 3,4 e 2,2), na transicdo entre Neogeno (Plioceno) e Quaternario
(Pleistoceno), com o ancestral comum mais recente de E. clausi coalescendo em cerca de 0,9
Ma a. p. (95% i.c.: 1,1 e 0,6 Ma a. p.) e sua subsequente diversificacdo para 0s grupos ao

longo da MA nos ultimos 500 mil anos (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Inferéncia filogenética e estimativa de tempo de divergéncia para as espécies do grupo crassipunctata
(exceto E. pepei) estimada a partir de 3476 locos GBS por inferéncia Bayesiana (IB) e de Maxima
Verossimilhanga (MV). Barras azuis sobre 0s nés indicam o intervalo de confianca de 95% para a estimativa de
cada tempo. Pontos negros sobre os nds indicam valores de suporte igual a 1 ou 100 na IB e MV, com os demais
valores sobre os nés indicando o suporte para as respectivas analises. Os grupos demarcados nos taxons
terminais correspondem a os grupos geograficos identificados nas analises n-MDS ou Structure (veja o texto).
Euglossa moratoi retirada de Nemésio e Engel (2012).

4.3.3 Estrutura populacional

Com o intuito de compreender melhor os eventos de diversificacdo e seus efeitos sobre
a estrutura populacional da espécie atlantica do grupo crassipunctata, analises de
agrupamento via inferéncia Bayesiana (Structure) foram realizadas para as amostras de E.
clausi. Os resultados da analise de agrupamento em até 13 clusters (Figura 4.3) revelou um

numero mais provavel de clusters (K) igual a dois, segundo a estatistica AK, como indicado
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por Evanno et al. (2005). Segundo os resultados dessa analise, as amostras dos pontos P5 a
P12 apresentam uma clara diferenca na proporcao de coancestralidade em relacdo as amostras
de P13 a P16.

o AK=mean(L(K)])/sd(L(K)

0 —— =@

2 4 6 8 10 12

K o > o ©

Figura 4.3 Resultados da andlise Bayesiana (Structure) de atribuigdo. O resultado da variacdo média do log de
probabilidade a posteriori de K em fungdo do desvio padrédo (AK) é apresentado para os testes de K entre 1 e 13
(& esquerda). O coeficiente de ancestralidade (Q) é apresentado em um gréfico de barras (2 direita), onde cada
individuo corresponde a uma barra e recebem cores de acordo com a proporcéo de Q de seu respectivo cluster.

Adicionalmente, uma analise de escalonamento multidimensional ndo métrica (non-
metric Multidimensional Scalling, n-MDS) foi realizada para investigar a variacdo dos dados
SNPs tanto entre as espécies do grupo, como entre as amostras de E. clausi. Os resultados
provenientes dessa analise indicaram a completa separacdo das espécies (Figura 4.4-A), em
concordancia com as analises filogenéticas, bem como uma separacdo mais refinada dos
grupos dentre as amostras de E. clausi. Trés grupos ndo sobrepostos foram observados entre
as amostras de E. clausi, correspondendo ao agrupamento geogréafico das amostras. Um grupo
ao sul (SMA) em concordancia com a analise de inferéncia Bayesiana, e dois outros grupos,
um subdividindo a porcédo central (CMA,; P10, P11 e P12) e agregando P8 e P9 as amostras da
porcao norte (NMA,; P5, P6 e P7) (Figura 4.4-B).
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Figura 4.4 Analise de escalonamento multidimensional (nMDS) ndo métrica com base em 3476 locos GBS para
diferentes espécies do grupo crassipunctata. A - nMDS incluindo 1529 SNPs de cinco das seis espécies do grupo
crassipunctata: Euglossa clausi, Euglossa crassipunctata, Euglossa moratoi, Euglossa parvula e Euglossa
sapphirina; B — nMDS incluindo dados de 687 SNPs identificados para as amostras de E. clausi; as cores azul e
vermelho demarcam clusters identificados na analise de inferéncia Bayesiana, Structure; grupo SMA em azul.

4.3.4 Modelos de Distribuicado e Paleodistribuicéo

Modelos de nicho ecoldgico e putativa distribuicdo foram construidos com o objetivo
de observar a congruéncia dos eventos climaticos com possiveis eventos vicariantes
envolvidos na especiacdo ou estruturacdo genética das espécies do grupo crassipunctata. Os
resultados dos modelos de nicho para o tempo atual e para 0 LGM apresentaram elevados
valores de AUC (entre 0,921 e 0,997), indicando uma alta acuidade em relacdo a um modelo
nulo. As projec@es para o periodo atual apresentaram um interessante padrdo de isolamento de
nicho em relacdo as diferentes espécies do grupo. Euglossa clausi, E. crassipunctata e E.
moratoi ndo apresentaram areas de sobreposicdo em relacdo a projecdo dos modelos de nicho
para o periodo atual. O mesmo foi observado entre E. parvula e E. sapphirina. A maior
amplitude de nicho foi observada para E. parvula, enquanto E. sapphirina apresentou a
projecdo de distribuicdo mais restrita (a 4.5-A). Euglossa pepei apresentou apenas dois pontos
de ocorréncia registrados no levantamento para o presente estudo, impossibilitando a
construcdo de modelos baseadas nestes dados. As projecOes para o0 LGM apresentaram um
cenario bastante instavel, resultando na redugdo de areas de consenso entre os modelos na
porcdo amazoénica, enquanto na por¢édo atlantica, E. clausi apresentou um padrdo esperado de
reducdo e fragmentacgéo de areas adequaveis. As duas espécies da América Central obtiveram
expansdes expressivas de areas adequaveis em direcdo a regido Amazonica enquanto as
espécies amazonicas, E. parvula e E. moratoi, fizeram o movimento inverso, retraindo e
fragmentado suas putativas distribuicbes em relacdo ao periodo atual (a 4.5-B). A regido

central da bacia amazoénica e a regido Andina do litoral do Chocd, apresentaram-se como
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Unicas regides de estabilidade climética entre o periodo atual e 0 LGM para as espécies E.

parvula e E. moratoi, bem como E. crassipunctata.
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Figura 4.5. Consenso entre modelos de nicho ecoldgico com base em diferentes modelos de circulagéo geral (MPI-ESM-LR, CCM4-ESM, MIROC-ESM-LR) para diferentes
espécies do grupo crassipunctata. As cores representam as areas de distribuicdo para cada espécie: azul — Euglossa sapphirina; verde — Euglossa crassipunctata; vermelho —
Euglossa moratoi; roxo — Euglossa parvula; amarelo Euglossa clausi. A Modelo de distribui¢éo para o tempo “atual” com corte de threshold de adequabilidade igual a 0,5. B
- Modelo de paleodistribuicdo baseado no €OoNsenso entre 0S trés GCM distintos.
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4.4 DISCUSSAO

Euglossini se apresenta como um dos mais interessantes grupos de abelhas
neotropicais devido a sua grande diversidade de espécies (Roubik & Hanson, 2004; Nemesio,
2009; Moure et al., 2012), nichos e comportamentos (Dressler, 1982a; Roubik & Hanson,
2004), além de sua ampla histdria biogeogréfica ainda pouco explorada (Ramirez et al., 2010).
O presente estudo apresenta uma abordagem integrada entre dados moleculares e de
modelagem de nicho ecoldgico, visando inferir sobre os processos que influenciaram a
diversificacdo das abelhas das orquideas em escala continental por meio de um grupo de
espécies do género Euglossa subgénero Glossurella amplamente distribuido ao longo das
florestas Umidas neotropicais. Os resultados aqui apresentados apontam a influéncia de trés
principais processos na diversificacdo desse grupo: i) a complexa historia de soerguimento do
Istmo do Panam4; ii) a acentuada elevacdo dos Andes no Plioceno tardio, por volta dos 5 Ma
a. p. (Gregory-Wodzicki, 2000; Hoorn et al., 2010); iii) o inicio dos ciclos glaciares do
Quaternario, possibilitando a existéncia de corredores por matas de galeria entre a Amazonia
e a porcdo central da Mata Atlantica (Costa, 2003; Batalha-Filho et al., 2013; Ledo & Colli,
2017).

4.4.1 Historia evolutiva do grupo crassipunctata

Em relacdo as abelhas da tribo Euglossini parece haver um consenso em relacdo a sua
origem na Bacia Amazdnica, de onde teriam se dispersado para toda a distribuicdo atual
(Roubik & Hanson, 2004; Ramirez et al., 2010). Embora possivelmente este seja 0 padrdo
geral para a tribo, os resultados aqui encontrados suportam uma hipotese alternativa e mais
complexa para 0 grupo crassipunctata. As analises filogenéticas indicam que a separagdo
entre as linhagens que deram origem as espécies da América Central, E. crassipunctata e E.
sapphirina (~8 Ma a. p.), ocorreu anteriormente ao surgimento independente das espécies
Amazonicas (~5 Ma a. p.). Em suporte a essa hipdtese estdo os resultados da filogenia de
Ramirez et al. (2010), realizada de forma independente e baseada em dados de genes
mitocondriais e nucleares, 0s quais também suportam o agrupamento E. crassipunctata + (E.
sapphirina + E. parvula). Interessantemente, ambas analises (Ramirez et al., 2010; presente
estudo) apontam a separacdo entre o ancestral de E. sapphirina+E. parvula e o ancestral de E.
crassipunctata+E. moratoi+E. clausi. Deste modo, seria plausivel que a dispersdo seguida de
vicariancia entre a bacia amazénica e América Central poderia explicar primariamente a

separacdo entre essas linhagens. Pontes entre a América do Sul e América Central séo
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relatadas anteriormente ao landmarck do fechamento do Istmo do Panamé (Bermingham &
Moritz, 1998), consensualmente datado em 2,8 Ma a. p. (O’Dea et al., 2016). Berminghan e
Moritz (1998) baseados em dados estimados para peixes de agua doce, apontam para ao
menos trés ondas de colonizacdo a partir América do Sul para a América Central inferior
(Panamé e Costa Rica), com a primeira delas finalizada ha cerca de 7 Ma a. p. Estes dados
sugerem uma conexdo ou aproximagdo mais acentuada entre 0s continentes anterior ao
surgimento do Istmo da Panama (Bacon et al., 2015; Montes et al., 2015), ainda que a data
mais amplamente aceita para o fechamento completo da passagem seja 2,8 Ma a. p. (O’Dea et
al., 2016). Vale ressaltar que, abelhas Euglossini possuem uma notavel capacidade de voo
(Wikelski et al., 2010; Pokorny et al., 2015), sendo frequentemente reportada uma baixa ou
uma auséncia de estruturacdo genética em sistemas de ilhas e continentes (Boff et al., 2014;
Penha et al., 2015). Portanto, embora trocas faunisticas anteriores ao fechamento completo do
istmo do Panam& com niveis reduzidos de conectividade constituam uma hipétese plausivel
para explicar a divergéncia entre estas duas espécies, estudos especificamente voltados a este
sistema seriam necessarios para confirmar tal hipotese.

Um segundo importante evento de diversificacdo para as abelhas do grupo
crassipunctata foi identificado para a transicdo entre o Mioceno e Plioceno. Linhagens
independentes ha cerca de 6 Ma a. p. se diversificarem, dando origem ao ancestral de E.
moratoi+E. clausi e a linhagem de E. crassipunctata. Quase sincronicamente, houve a
separacdo de E. parvula e E. sapphirina, indicando um possivel evento em comum entre a
separacdo das linhagens atualmente ocupando América Central e Bacia Amazo6nica (mais
Mata Atlantica). A transi¢do entre Mioceno e Plioceno é marcada pela acentuada elevacao dos
Andes exatamente entre 5 e 4,5 Ma a. p. (Hoorn et al., 2010), o qual esta4 cronologicamente
alinhado com a divergéncia das formas amazOnicas e centro-americanas. A presenga da
Cordilheira dos Andes como barreira vicariante € amplamente suportada por diversos estudos
de diferentes naturezas relacionando o soerguimento da cordilheira com a separacdo de
diversos grupos (Gregory-Wodzicki, 2000; Miller et al., 2008; Hoorn et al., 2010; Luebert &
Weigend, 2014; Dominguez et al., 2016), mas também encontra suporte na distribuicdo atual
conhecida das espécies e na projecdo das areas de adequabilidade ambiental encontradas nas
analises de nicho ecologico. Interessantemente, as mesmas analises também apontam para
uma especificidade de nicho envolvendo as putativas areas de distribuicdo das espécies do
grupo crassipunctata formadas logo apds este segundo evento de diversificacdo. De acordo
com as projecdes para o periodo atual, apenas linhagens independentes compartilham &reas de

distribuicdo (ex. E. parvula e E. moratoi, e E. crassipunctata e E. sapphirina), enquanto as
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espécies derivadas diretamente da mesma linhagem ndo apresentam sobreposicdo de areas
adequaveis. Este padrdo encontra-se em linha com achados de Lopez-Uribe et al. (2014) que
apontam a tolerancia fisiologica como um dos principais fatores para diversificacdo e
isolamento de espécies de Euglossini na América do Sul.

Um ultimo evento de diversificagdo foi observado para o grupo crassipunctata,
envolvendo E. moratoi e E. clausi, foi observado no inicio do Pleistoceno (2,58 Ma a. p.;
Cohen et al., 2014) com tempo de divergéncia estimado em 2,5 Ma a. p. (95% i.c. 2,8 e 1,9).
A estimativa de divergéncia entre a espécie amazonica e atlantica sobrepde o inicio das
glaciacbes do Quaternario (Ehlers et al., 2018), as quais sdo amplamente relacionadas a
grandes eventos de diversificacdo bioldgica (Rull, 2008; Ruiz Pessenda et al., 2009; Werneck,
2011; Bacon et al., 2016). Ao menos trés conexdes entre a Amazbnia e MA sdo
frequentemente reportadas: um corredor norte, cruzando os estados do Maranhao, Ceara e Rio
Grande do Norte e Paraiba, formando brejos de altitude; um corredor central via matas de
galeria através dos estados de Tocantins e Bahia (Costa, 2003; Batalha-Filho et al., 2013;
Ledo & Colli, 2017); e o corredor Paraguai na porcao sul conectando a Amazo6nia andina e
Mata Atlantica (Costa, 2003; Batalha-Filho et al., 2013; Ledo & Colli, 2017; Trujillo-Arias et
al., 2017). Os padrdes filogenéticos observados para as populacBes de E. clausi apontam a
diversificacdo inicial das amostras localizadas na porcdo média da MA, indicando uma
possivel rota de colonizacdo pelo corredor central. Contudo, é importante ressaltar que os
modelos de nicho ndo recuperaram areas adequaveis para E. moratoi no LGM sobre a regido
do corredor central, ainda que diversos estudos documentem essa area como adequavel a
diversos organismos de MA (Costa, 2003; Batalha-Filho et al., 2013; Ledo & Colli, 2017).
Por outro lado, a cronologia estabelecida para a formagdo deste corredor central (Batalha-
Filho et al., 2013), mais recente, é perfeitamente alinhada com a datacéo da diversificagcdo de
E. clausi. Deste modo, diferentes conformac6es entre MA e Amazo6nia poderiam ser geradas
ao longo das glaciacdes do Pleistoceno em respostas as suas diferengcas em intensidade e
duracdo (Augustin et al., 2004; Ehlers et al., 2018). Deste modo, uma complexa associacao de
eventos climéticos e geoldgicos estd associada a diversificagdo do grupo crassipunctata, o
qual apresenta um padrdo a ser corroborado por futuros estudos com outras espécies de

Euglossini.

4.4.2 Estruturacdo populacional na Mata Atlantica e flutuagdes climaticas

Diversos estudos tém apresentado a influéncia das varia¢des climéaticas do Quaternario

sobre a estrutura genética de diferentes especies ao longo da MA (Carnaval et al., 2009;
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Lopez-Uribe et al., 2014; Batalha-Filho & Miyaki, 2016; Frantine-Silva et al., 2017; Trujillo-
Arias et al., 2017). Os resultados aqui obtidos para E. clausi apontam para esta mesma
direcdo. A estruturacdo genética encontrada pela analise Bayesiana evidencia uma quebra
filogeogréafica na proporc¢édo do coeficiente de ancestralidade entre as amostras da por¢édo norte
e central da MA (NMA e CMA) em relacdo aquelas localizadas na porcéo sul (SMA). Este
padrdo de estruturacdo € frequentemente encontrado para espécies sob a influéncia da
hipdtese de refugios, sensu Carnaval e Moritz (2008), segundo a qual, espécies com ampla
distribuicdo latitudinal (ex.: E. clausi) encontraram refagios na porcao central e norte da MA
ao longo dos periodos de resfriamento nos maximos glaciares. De fato, estudos
filogeograficos tem suportado tanto esta hipdtese (Carnaval et al., 2009; Martins, 2011;
Maldonado-Coelho, 2012; Batalha-Filho & Miyaki, 2016), quanto cenarios com areas estaveis
ao sul da MA (Thomé et al., 2010; Batalha-Filho et al., 2012; Alvarez-Presas et al., 2014).
Interessantemente, os modelos de nicho ecoldgico para E. clausi indicam a presenca de
pequenos reflgios nas por¢des ao norte da MA, e adicionalmente uma area de adequabilidade
que se expandiu em direcdo a Plataforma Continental na porcdo Sul, também observado
recentemente em Batalha-Filho e Miyaki (2016). A permanéncia em refugios implica em
algumas expectativas, como o acumulo de maior diversidade genética em relagdo a
populaces em zonas de instabilidade. Estudos que corroboram o modelo de reflgios sensu
Carnaval e Moritz (2008), frequentemente reportam uma maior diversidade genética em
populacdes que permaneceram nas regides central e norte da MA (Carnaval et al., 2009;
Batalha-Filho & Miyaki, 2016; Frantine-Silva et al., 2017). No entanto, embora as estimativas
de diversidade genética levantadas para amostras de E. clausi apontem maiores estimativas de
diversidade nucleotidica para a porcao central da MA, essas sdo apenas ligeiramente maiores
(0,9 — 1,5x10°®), corroborando a ideia de areas estaveis também na porcdo sul da MA. A
existéncia de reflgios nas trés por¢des da MA, ainda que prevista em estudos anteriores, é
reportada pela primeira vez em um unico organismo, indicando uma peculiaridade de E.
clausi. Adicionalmente, a analise de escalonamento multidimensional ndo métrica indicou um
agrupamento ainda mais refinado, com trés ou quatro grupos nao sobrepostos, formados pelas
amostras de SMA, CMA e NMA. Apenas as amostras CMA apresentaram um agrupamento
ndo coerente com a disposicao geografica dos refugios no LGM, aproximando as amostras da
porcdo NMA com as de CMA.
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4.4.3 Implicacbes taxondémicas

Até recentemente 0 grupo crassipunctata apresentava apenas trés espécies
reconhecidas, E. crassipunctata, E. parvula e E. sapphirina, as quais apresentavam um padrao
de distribuicdo disjunto entre América Central e Mata Atlantica (E. sapphirina) ou eram
reconhecidas como amplamente distribuidas ao longo de todo o continente (E.
crassipunctata). Nemésio e Engel (2012) apresentaram a descri¢do de trés novas espécies, E.
moratoi na Bacia Amazonica, E. clausi e E. pepei para a Mata Atlantica, uma hipotese mais
coerente com a distribuicdo geografica do grupo e corroborada pelos resultados moleculares
aqui reportados. Estes autores propuseram ainda a separacdo natural do grupo em dois
subgrupos: crassipunctata (sensu strictissimo) incluindo E. crassipunctata, E. sapphirina, E.
moratoi e E. clausi; e o subgrupo parvula, incluindo E. parvula e E. pepei. Embora esta
separacgdo apresente uma forte congruéncia do ponto de vista morfoldgico, os resultados das
analises filogenéticas aqui apresentados, em consonancia com os resultados encontrados por
Ramirez et al. (2010), apontam uma subdivisdo também em dois grupos, mas com a mudanca
de E. sapphirina para o subgrupo parvula. Considerando a descri¢do anterior de E. sapphirina
em relagdo a E. parvula, propde-se entdo a alteragdo do nome do subgrupo para sapphirina.
Interessantemente, os resultados moleculares aqui reportados, alinhados aos de Ramirez et al.
(2010), apontam para uma conservacdo de carateres morfolégicos ou convergéncia entre as

formas E. sapphirina e E. crassipunctata.

4.4.4 Conclusdes

Os resultados aqui apresentados sao os primeiros a reunir diferentes metodologias para
explorar a histdria evolutiva dos euglossineos em escala intercontinental. De acordo com estes
dados, as varia¢Ges climaticas do Quaternario parecem ter tido uma importancia reduzida na
diversificacdo da maior parte das espécies do grupo crassipunctata, mas foram determinantes
na colonizacao e estruturacdo genética de E. clausi. O pico de soerguimento dos Andes na
transicdo Mioceno-Plioceno aparece como um dos principais agentes vicariantes entre as
espécies da América Central e Amazénia, cronoldgica e geograficamente alinhado com a
diversificacdo das espécies atuais. Uma provavel conexao entre a regido Amazobnica e
Atlantica, via um corredor para por¢éo central da MA, ao longo do Pleistoceno médio aparece
com potencial caminho para a colonizacdo da MA para as espécies do grupo crassipunctata.
O padrdo de estruturacdo genética e a estimativa de relagdo filogenética entre as amostras de
E. clausi corroboram as predicbes dos modelos climaticos que apontam a instabilidade

climatica como um fator determinante da estruturacdo genética de espécies da MA, mas ao



179

mesmo tempo apontam uma idiossincrasia no processo de isolamento glacial para esta espécie
demonstrando putativos refugios nas trés porcdes da MA. Estes dados, em conjunto com
outros padrdes observados para abelhas das orquideas corroboram a importancia da
instabilidade climatica para determinacdo da estrutura genética e diversificacdo do grupo. As
andlises filogenéticas possuem ainda importantes implicacdes para classificacdo atual do
grupo crassipunctata, propondo uma hipotese filogenética distinta, em concordancia com
outros dados moleculares, que apontam uma diversificagdo mais complexa envolvendo a
conservacdo de carateres morfologicos em algumas linhagens em relacdo as demais. O
presente estudo contribui com uma nova hipotese de diversificacdo para espécies do género
Euglossa que deve ser considerado em estudos futuros que buscam a identificacdo de padrbes

e processos para as espécies de Euglossini na MA.
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5 CAPITULO 2: ESTRUTURA POPULACIONAL DE EUGLOSSA ANNECTANS
DRESSLER INDICA FRAGMENTACAO ENTRE LITORAL E INTERIOR AO
LONGO DO PLEISTOCENO INFERIOR

RESuUMO

Padrdes biogeograficos na por¢do sul da Mata Atlantica (MA) séo pouco explorados e
os principais modelos de predi¢do de adequabilidade ambiental falham em recuperar areas de
refigio ao longo do ultimo maximo glacial. Considerando a distribuicdo de Euglossa
annectans Dressler 1982 associada a porcdo sul da MA em seus limites longitudinais, o
presente estudo buscou avaliar a estrutura populacional e filogeografica desta espécie visando
testar a influéncia das flutuagbes climéaticas do Quaternario sobre este tipo de distribuic&o.
Para tanto, 129 machos tiveram 640 pb do gene mitocondrial cytb sequenciados e 359 machos
foram genotipados para oito locos microssatélites. Adicionalmente, modelos de nicho
ecoldgico foram construidos considerando trés modelos de circulagdo geral e trés estratégias
de selecdo de variaveis buscando avaliar a existéncia de areas estaveis ao longo tempo. Os
resultados indicam uma peculiar disjuncdo entre areas de interior e litoraneas, coincidentes
com o0s modelos climéaticos gerados para o fim do Quaternario, que indicam um afastamento
destes dois grupos intermediados por um processo de fragmentacdo em direcdo ao centro-
oeste do continente. Em concordancia com estudos anteriores, os padrfes apresentados por E.
annectans indicam uma grande instabilidade na porcéo sul da MA, diferente da situacdo de
refigios estaveis na porcdo ao norte da MA. A producao de machos diploides acima da média
na espécie € confirmada, a qual, em conjunto com modelos de nicho ecoldgico projetados

para o futuro, sdo considerados para proposi¢ao de medidas para a conservacao desta espécie.
Palavras-chave: Euglossini, Refugios, Quaternario, Machos Diploides, Estruturacdo Genética

5.1 INTRODUCAO

O dominio de Mata Atlantica (MA) constitui um dos mais complexos conjuntos de
fitofisionomias do mundo, em grande parte determinado por sua ampla variacdo latitudinal,
longitudinal e altitudinal (Galindo-Leal & Cémara, 2003). Dentre as fitofisionomias que
constituem a MA destacam-se a Floresta Ombrdfila Densa (FOD), Floresta Ombrofila Mista
(FOM) e a Floresta Estacional Semidecidual (FES) (Ab’Saber, 2003; Ribeiro et al., 2009). Ao
lado de outras fitofisionomias de menor abrangéncia, estas trés formacdes abrigam grandes

niveis de endemismo para diferentes organismos (Cardoso da Silva et al., 2004; Quijano-Abril
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et al., 2006; Tabarelli et al., 2010), incluindo as abelhas Euglossini (Ramirez et al., 2010;
Garraffoni et al., 2017) representadas por cerca de 50 espécies ao longo da MA, das quais
cerca de 25 sdo endémicas (Nemésio, 2009; Moure et al., 2012).

Hipdteses baseadas nas variacdes climaticas do Quaternario tem se tornado uma das
principais explica¢Oes para as altas taxas de diversificagdo na MA (Carnaval & Moritz, 2008;
Carnaval et al., 2009, 2014; Porto et al., 2013). Em especial, 0 modelo de Carnaval e Moritz
(2008; daqui em diante “Modelo CM”), 0 qual se baseia em modelagem de nicho ecoldgico a
partir de amostragens aleatorias de pontos da MA, apresenta predi¢cBes frequentemente
corroboradas por estudos genético-populacionais e filogeogréficos (Carnaval et al., 2009;
Ossa et al., 2013; Batalha-Filho & Miyaki, 2016), onde reflgios ao norte da distribuicdo da
MA teriam constituido zonas de estabilidade climatica ao longo do Gltimo méximo glacial
(LGM, do inglés Last Glacial Maximum). No entanto, as projecdes do modelo CM néao
recuperam areas estaveis para regides tdo ao sul (Carnaval & Moritz, 2008; Thomé et al.,
2010), quanto as ocupadas por Euglossa annectans Dressler 1982 Por outro lado, outros
estudos indicam situacdes mais complexas na MA (Thomé et al., 2010, 2014; Porto et al.,
2013), levando a proposicdo de outras hipoteses como, por exemplo, a existéncia de barreiras
geogréficas (Thomé et al., 2014), neotectonismos (Batalha-Filho et al., 2010), e ainda a
expansdo da MA para a Plataforma Continental devido a regressdo marinha ao longo dos
periodos glaciais (Leite et al., 2016a).

Abelhas das orquideas tém se mostrado modelos especialmente Uteis para o estudo das
variaces climaticas do Quaternario (Lopez-Uribe et al. 2014; Frantine-Silva et al. 2017)
devido a sua intrinseca relacdo com seus respectivos habitats (Parra-H & Nates-Parra, 2012;
Giangarelli et al., 2015a; Silveira et al., 2015). Dentre as espécies endémicas da MA,
Euglossa annectans apresenta uma distribuigdo mais ao sul e sudoeste, fortemente associada
com a FES (Faria Jr & Melo, 2007; Giangarelli et al., 2015a), porém com diversos pontos de
ocorréncia em areas proximas ao litoral na FOD (Faria Jr & Melo, 2007; Nemésio, 2009).
Euglossa annectans apresenta ainda uma aparente sensibilidade a fragmentagdo ambiental
(Giangarelli et al., 2015a) e uma produgéo de machos diploides expressivamente maior do que
a média das espécies de Euglossini (Souza et al., 2010; Giangarelli et al., 2015b).

Neste contexto, o presente objetivou avaliar a influéncia das varia¢Ges climaticas do
Quaternario sobre a estruturacdo genética de E. annectans ao longo de sua distribuicéo. Para
tanto, modelos de nicho ecolégico gerados para essa espécie sdo confrontados com padrées de
estruturacdo genética provenientes de marcadores moleculares mitocondriais e nucleares,

comparando a congruéncia cronolégica das variacbes climaticas com os padrdes



189

demogréficos de E. annectans nos ultimos 130 Ka. Adicionalmente, dados de frequéncia de
machos diploides e projecOes futuras de adequabilidade ambiental sdo explorados a fim de

fornecer informac@es para medidas de manejo desta espécie.

5.2 MATERIAIS E METODOS
5.2.1 Area de Estudo e Amostragem

Doze remanescentes de FES e FOD da porcdo sul da Mata Atlantica foram amostrados
para coleta de machos de E. annectans abrangendo uma area aproximada de 280 mil km?
concentrando a maior parte da distribuicdo conhecida da espécie (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 Descricdo das areas e niUmero de machos de Euglossa annectans amostrados no presente
estudo. A identificacdo das localidades (ID), localizagéo e tipo florestal (TF), bem como latitude e
longitude sdo apresentados ao lado do numero de individuos amostrados. P.E. — Parque Estadual;
PARNA - Parque Nacional; RPPN — Reserva Particular de Protecdo da Natureza; APP — Area de
Protecdo Permanente; FOD — Floresta Ombroéfila Densa; FES — Floresta Estacional Semidecidual.

ID UF  Municipio Localidade TF latitude longitude N
SO RJ  Terezopolis PARNA da Serra dos FOD -22,493 -43,0733 40
Orgéos
BO SP  S&o Sebastido P.E. da Serra do Mar, FOD -23,631 -458697 9
Boraceia
PN SP  Mogi das Cruzes Parque das Neblinas FOD -23,748 -46,1633 22
IC SP  Cananéia P.E. da llha do Cardoso FOD -25,305 -48,8967 11
SsuU PR  Superagui PARNA do Superagui FOD -25,331 -48,1558 60
SM PR  Salto Morato RPPN de Salto Morato FOD -25,182 -48,2978 46
SC SC  Joinvile Area adjacente a Joinvile FOD -26,207 -49,0431 35
KB PR Telemaco Borba RPPN Fazenda Monte FES -24,212 -50,5572 26
Alegre
MD SP Teodoro P.E. do Morro do Diabo FES -22,621 -52,1717 40
Sampaio )
DN PR Diamante do Area de Protecéo FES -22,618 -52,8564 35
Norte Permanente
Fz PR  Fozdo Iguacu PARNA do Iguacu FES -25,695 -54,4367 60
DR MS Dourados APP Serra da Picadinha FES -22,142 -54,7317 14

As amostragens foram conduzidas seguindo o protocolo descrito por Giangarelli et al.
(2009) utilizando iscas odoriferas (eucaliptol, eugenol, salicilato de metila, benzoato de
benzila, vanilina, cinamato de metila e acetato de benzila), além de armadilhas (Ramalho et
al. 2009) com as mesmas esséncias entre os anos de 2009 e 2016. Amostras do Parque das
Neblinas foram gentilmente doadas pelo Dr. Guaraci Ribeiro, bem como as amostras de

Joinville foram igualmente cedidas pelo Me. Enderley Dec e Dra. Isabel Alves-dos-Santos.
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5.2.2 Procedimentos Moleculares

A extracdo do DNA total foi realizada segundo os protocolos descrito por Freiria et al.
(2012) e Penha et al. (2015) a partir de amostras da musculatura toracica ou da perna posterior
direita. Individuos representativos de amostragens pertencentes ao mesmo evento de coleta
foram depositados na colecdo de abelhas do Museu Zooldgico da Universidade Estadual de
Londrina (MZUEL).

As amplificacGes e sequenciamento de 640 pb do gene mitocondrial citocromo b
(cytb) foram realizadas de acordo com Frantine-Silva et al. (2017) utilizando uma combinacao
de primers desenhados a partir das sequéncias de Euglossa iopoecila (Eiop-F1: 3’-CGA GGT
CGC AAA CAT CT-5’) com o primer AMB 16 (Crozier et al., 1991; Arias et al., 2008), com
48°C como temperatura de anelamento. Apds amplificacdo e verificacdo de positivo em gel de
agarose 1%, 8 pL dos produtos de PCR foram enzimaticamente purificados para remocgéo de
residuos de primers e nucleotideos com o kit lllustra™ Exo Pro-Star 1-Step (GE Healthcare,
Buckinghamshire, Reino Unido) seguindo o protocolo do fabricante. As PCRs purificadas
foram entdo submetidas a reacdes de sequenciamento utilizando o kit BigDye Terminator v3.1
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Finalmente, os fragmentos de PCR foram
sequenciados em sequenciador automatico ABI-PRISM 3500-XL (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA).

O protocolo descrito por Penha et al (2015) foi utilizado para amplificacdo de oito
locos microssatélites descritos para Euglossa annectans: Ann2, Ann3, Ann4, Ann6, Anng,
Ann24, Ann37 e Ann4l (Paxton et al.,, 2009), seguindo as mesmas temperaturas de
anelamento originalmente descritas para os respectivos locos. Apds a amplificagdo os
fragmentos gerados foram lidos em sequenciador automatico ABI3500-XL (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA).

5.2.3 Analise dos Dados Moleculares
5.2.3.1 DNA mitocondrial

As sequéncias provenientes do gene cytb foram alinhadas via algoritmo MUSCLE
(Edgar, 2004) integrado no software MEGA v.6.05 (Tamura et al., 2013), o qual também foi
empregado para posterior checagem e edi¢cdo manual das sequéncias. A fim de evitar a analise
de possiveis picos duplos, o pacote SangerSeq do software R (R Core Team, 2017) foi

empregado para detectar picos com relagédo de intensidade maior do que 1/3 do pico principal.
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Apenas um loco foi identificado com este padrdo para algumas amostras e por estar préximo
do inicio do sequenciamento com baixa qualidade, a posicéao foi excluida das andlises.

As redes de relacionamento de haplotipos foram inferidas por meio do software
PopArt v1.7 (Leigh & Bryant, 2015). O software DnaSP 5.0 (Librado & Rozas, 2009) ) foi
utilizado para categorizagdo das sequéncias em haplétipos, além de calcular a diversidade
nucleotidica e haplotipica, frequéncia de diferencas entre pares de sequéncias (distribuicdo de
mismatch), deteccdo de variagdes demograficas com base em modelos de tamanho efetivo
populacional constante via testes D de Tajima (Tajima, 1989) e Fs de Fu (Fu, 1997) sem
grupo externo, bem como estatistica R, (Ramos-Onsins & Rozas, 2006) recomendada para
pequenos tamanhos de populagdo (Ramirez-Soriano et al., 2008). Por fim, o modulo de
simulacdes coalescentes do DnaSP 5.0 foi empregado para testar a significancia estatistica dos
testes de neutralidade com base no valor theta sem recombinagdo, com um intervalo de
confianca de 95% e 10.000 replicacGes.

Com o intuito de testar a sincronia da variagdo do tamanho efetivo populacional em
relacdo as mudancas climaticas, foi empregado o método Extended Bayesian Skyline Plot
(EBSP) (Drummond & Bouckaert, 2015) disponivel no pacote de software BEAST 2.3.2
(Drummond & Rambaut, 2007). Este método é especialmente indicado frente a arvores
parcialmente resolvidas ou pouco variaveis (Ho & Shapiro, 2011), como o esperado para
andlise intraespecifica de genes codificantes. Para tanto, quatro corridas independentes foram
realizadas, cada uma das quais com 100 milhGes de passos para as Cadeias de Markov e
Monte Carlo, utilizando uma arvore inicial de UPGMA e modelo de substituicdo HKY+1+G,
como indicado pelo software jModelTest 1.1 (Posada, 2008) com base no Critério de
Informacdo de Akaike com correcdo para tamanho amostral reduzido (AICc). Arvores e
parametros foram amostrados a cada 10.000 cadeias. As corridas foram combinadas usando o
software LogCombiner (pacote BEAST) para analisar a convergéncia das cadeias com
burning de 25%. A datacéo das variagdes do tamanho efetivo populacional foi baseada em um
relégio molecular estrito com distribuicdo log-normal e taxa de substituicdo de 1,3% (d.p.
0,2%) por milhdo de ano (Ma™), indicada para 0 DNAmt em abelhas (Dick et al., 2004;
Batalha-Filho et al., 2010). A convergéncia dos parametros ao longo das cadeias MCMC e o
desempenho EBSP (valores ESS > 200) foi observada pelo software Tracer v1.6 do pacote
BEAST (disponivel em: http://beast.bio.ed.ac.uk/tracer).

A estrutura populacional e espacial dos dados provenientes do DNA mitocondrial foi
acessada pelo software BAPS v6.2 (Anélise Bayesiana da Estrutura da Populacao) (Corander

et al., 2008). BAPS foi utilizado com a opcdo de agrupamento espacial, onde as coordenadas
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geogréficas foram combinadas com dados genéticos para definir o numero K mais provavel
para as populaces, variando de 1 a 15. Com base nos resultados das anélises nucleares uma
série de AMOV As hierarquicas e comparagdes @ct (10000 permutacdes) foram realizadas no
software Arlequin v3.11 (Excoffier et al., 2005). Os cenérios testados incluiram um Unico
grupo e dois grupos: grupo “litoral” e grupo “interior”. Padrdes de isolamento por distancia
foram testados através do teste de Mantel (1000 permutacdes) no software GenAlex (Peakall
& Smouse, 2006). A distancia geografica em quilémetros foi plotada contra a estimativas de

Dg7 par-a-par.

5.2.3.2 Microssatélites

Os dados provenientes das leituras dos fragmentos via sequenciador automatico foram
analisados pelo software GeneMarker v. 2.2.0. O software Micro-Checker (Van Oosterhout et
al., 2004) foi utilizado para checar possiveis falhas de genotipagens como dropout ou erros de
leitura. A partir destes dados, medidas descritivas e de diversidade genética foram realizadas
pelo software GenAlEx (Peakall & Smouse, 2006), tais como: média do nimero de alelos
para todos os locos em cada populacdo ( Na), média do nimero de alelos efetivos ( Ng),
nimero de alelos privados (Np), além da média da heterozigosidade esperada ( He).

As estatisticas relacionadas a producdo de machos diploides (DMP) foram acessadas
segundo o protocolo utilizado por Boff et al. (2014) e Giangarelli et al., (2015), avaliando-se o
namero absoluto (Nyp) e a frequéncia relativa de machos diploides em relacdo ao total (fup).
A probabilidade de o conjunto de dados detectar um individuo heterozigoto, caso 0 mesmo
seja diploide (Phet) foi calculada de acordo com Souza et al. (2010). Embora alelos nulos
putativos possam causar dificuldades na leitura de microssatélites podendo levar a uma
superestimativa do Phet (Souza et al., 2010), os dados apresentados por Giangarelli et al.
(2015) demonstram que a presenca de alelos nulos é frequentemente muito baixa e causa
pouca diferenca préatica entre o Phet com ou sem a presenca de alelos nulos. Deste modo, no
presente estudo serdo apresentados apenas os dados de Phet. Um intervalo de confianga de
95% em relacédo a frequéncia de machos diploides foi calculado assumindo uma distribuicao
binomial (Souza et al., 2010; Boff et al., 2014; Giangarelli et al., 2015b) pelo pacote “binom”
do R (Sundar, 2014).

Diferentes abordagens foram utilizadas para acessar a estruturacdo genética dentre as
diversas amostras. O software Structure (Pritchard et al., 2000) foi utilizado para estimar o
namero de grupos (K) mais provaveis via anélise Bayesiana. Estimativas do nimero de K-

grupos mais provaveis foram obtidas por simulacdes de K-grupos variando entre 1 e 15,
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incluindo 20 interagdes por hipotese de K ao longo de cadeias de MCMC com 1.000.000 de
passos e descarte de 100.000. O aplicativo online CLUMPAK (http://clumpak.tau.ac.il/)
(Kopelman et al., 2015), foi utilizado para sumarizar os resultados do Structure via méetodo de
AK de Evanno (Evanno et al., 2005), bem como o LogK e 4ln. Complementarmente, uma
Analise de Variancia Molecular (AMOVA) foi executada frente a dois cenarios: o0 primeiro
considerando apenas um grupo, indicado pelo DNA mitocondrial; e um segundo cenéario
considerando dois grupos, como indicado pelos resultados do software Structure. Valores de
indices de estruturacdo genética global e par-a-par foram computados pelo software Arlequin
3.5 através da analise de AMOVA (Dgr), além de outras estatisticas analogas ao Fst, como
Gst de Ney, G’st de Hendricks (2005) e Dest de Jost (2008). Os valores linearizados de G’st
foram utilizados para investigar os padrfes de isolamento por distancia entre as amostras
estudadas através do teste de Mantel com 1000 permutacdes.

Por fim, com intuito de inferir sobre taxas de migracéo e fluxo génico recente entre as
localidades estudadas, o software BayesAss 3.0 (Wilson & Rannala, 2003) foi utilizado para
estimar a proporcao relativa de migrantes entre localidades, bem como a dire¢do do fluxo
génico através de uma abordagem Bayesiana. Quatro corridas independentes foram realizadas
com 1.000.000 de geragbes de MCMC, amostrando parametros a cada 1000 gera¢Ges com

burning de 100.000 geracGes, com demais parametros em default.

5.2.4 Modelagem de Nicho Ecoldgico

Visando analisar a congruéncia entre os padrdes de estruturagdo genética e as
variacdes climaticas do Quaternario em relacdo as populacbes de E. annectans, modelos de
adequabilidade ambiental e de paleodistribuicdo foram construidos por meio do algoritmo
Maéaxima Entropia (Phillips et al., 2004) implementado no software MaxEnt v 3.3.3 k (Phillips
et al., 2006). Para tanto, trés diferentes abordagens foram utilizadas quanto a escolha das
variaveis, como sugerido por Porfirio et al. (2014): a) utilizando todas as 19 variaveis
biocliméticas disponiveis (Hijmans et al., 2005), denominada estratégia “WorldClim”; b)
selecionando variaveis com maior potencial de explicacdo dos dados via andlise de
componentes principais, denominada estratégia “PCA”; c) utilizando variaveis ambientais
ecologicamente significativas, BIO 4 (sazonalidade de temperatura), BIO 5 (temperatura do
quartil anual mais umido), BIO 9 (temperatura do quartil mais seco), BIO 16 (precipitacdo do
quartil mais amido), BIO 17 (precipitagdo do quartil mais seco), as mesmas utilizadas por
Nemeésio et al. (2016). Apos selecdo via PCA um conjunto de 11 variaveis foi selecionado

compreendendo a variacdo de 95% do conjunto de dados (em ordem de contribuicdo: BIO 10,
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BIO 5, BIO 14, BIO 17, BIO 1, BIO 9, BIO 19, BIO 3, BIO 12, BIO 15 e BIO 4), excluindo-
se as variaveis BIO 8 e BIO 11 devido & alta correlacdo com as variaveis BIO 10 e BIO 9 (r* >
0,8; p<0,001), respectivamente.

Todos os modelos foram baseados em 71 ocorréncias georreferenciadas de E.
annectans (Ver Apéndices) obtidas na literatura disponivel, na cole¢do de Abelhas do Museu
de Zoologia da Universidade Estadual de Londrina e no banco de dados SpeciesLink quando
havia referéncia do material analisado. Neste sentido, amostras identificadas como Euglossa
stellfeldi em Nemésio (2009) foram tratadas como E. annectans. Os modelos gerados a partir
destas ocorréncias e das diferentes estratégias para selecdo de variaveis, foram avaliadas
segundo os valores de area sob a curva (AUC), que corresponde a relacdo entre especificidade
e sensibilidade do modelo em relacdo a possivel ocorréncia da espécie (Merow et al., 2013),
além dos testes do critério de informacdo de Akaike (AIC) com correcdo para tamanhos
populacionais reduzidos (AICc) e critério de informagdo Bayesiano (BIC), além do log de
probabilidade dos modelos (LogL) por meio do software ENMtools .

Os modelos gerados foram entdo projetados para quatro cenarios diferentes: condigdes
climaticas “atuais”, médio Holoceno (6 Ka a. p.); ultimo maximo glacial (21 Ka a. p.) e
ultimo periodo interglacial (130 Ka a. p.). Adicionalmente, os modelos foram projetados para
um cenério futuro, a fim de identificar padrfes Uteis a medidas de conservacdo. O cenério
futuro corresponde a projecdo para 2050 considerando um padrdo moderado de acimulo de
gases-estufa com pico em 2045, sequido de estabilizacdo a partir de entdo (RCP 4.5) segundo
o Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC).

Para todos os cenarios, trés Modelos de Circulacdo Geral (Circulation General
Models, GCM) foram utilizados, incluindo o Community Climate System Model versédo 4.0,
CCSM4 (Gent et al.,, 2011); o Max-Plank Institute - Earth System Model, MPI-ESM
(Giorgetta et al., 2013) e 0 Model for Interdisciplinary Research on Climate - Earth System
Model, MIROC-ESM (Watanabe et al., 2011). Estes trés modelos apresentam especificidades
diferentes, nas diferentes projecbes ao longo do tempo e considerando a exposicdo da
plataforma continental no Gltimo maximo glacial (CCSM4 e MPI-ESM-LR) ou ndo (MIROC-
ESM). As 19 varidveis climéticas de cada um dos GCMs foram baixadas em resolucdo de 2,5
minuto de arco (arcmin), e reprojetadas para 0 mesmo datum e resolugdo das variaveis
“atuais” (WGS84, 30 segundos de arco — arcsec, ~1 Km) por meio do pacote “raster” do
software R. Considerando a distribuicdo de E. annectans, os modelos de nicho ecoldgico
(ENM) foram gerados para o espaco geografico entre as latitudes 5 e -35, e longitudes -73 e -
34.
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O software MaxEnt v 3.3.3 foi utilizado para gerar os modelos de adequabilidade
ambiental utilizando os parametros default, retendo 25% das amostras para validagéo cruzada
e 0s demais 75% como dados de treinamento do modelo, ao longo de 10 replicacdes. Para
produzir os mapas binarios, utilizou-se os limiares de igual sensibilidade e especificidade, 0s
quais reduzem a diferenca entre a taxa de omissao e a area prevista (Elith et al., 2011; Merow
et al., 2013). Os modelos resultantes do MaxEnt foram visualizados no software QGIS 2.14
(Quantum GIS Team, 2016), onde as areas com valores de adequabilidade maiores que 0,5
foram mantidas para a construcdo de mapas de ocorréncia, as quais foram combinadas por
multiplicacdo do canal alpha com fator 0,33 para gerar os mapas de consenso entre 0S
diferentes GCMs. Por fim, um consenso multiplo foi gerado para cada uma das projecbes

pretéritas a partir do consenso dos GCMs.

5.3 RESULTADOS
5.3.1 DNA mitocondrial

Sequéncias do gene citocromo b foram analisadas a partir de amostras de 112 machos
de E. annectans, resultando em 640 pb, com 19,2% de contetdo G+C, sete sitios polimorficos
parcimoniosamente informativos, os quais combinaram-se em oito diferentes haplétipos (h)
distribuidos entre as 12 localidades amostradas (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 indices de diversidade genética e testes de neutralidade para 640pb do gene
citocromo b de Euglossa annectans: (N) numero de amostras, (S) numero de sitios
segregantes, (h) numero de hapldtipos, (Hd) diversidade haplotipica, (m) diversidade
nucleotidica, (s.d.) desvio padrao, (Fs) teste de neutralidade de Fu, (D) teste D de Tajima e R,
de Ramos-Onsin e Rozas.

Localidade N S h Hd - sd. m* Fs D R,
SO 9 3 4 0,690 0,147 0,156% -1,039 -0,359 0,167
PN 10 0 1 0,000 0,000 0,000% 0,000 0,000 0,000
BO 10 2 3 0,378 0,154 0,063% -1,164** -1,401** 0,200

IC 10 2 3 0,664 0,117 0,118% -0,046 0,222 0,204
SsuU 7 4 4 0,810 0,129 0,179% 0,263 -1,434 0,262
SM 10 4 3 0,689 0,104 0,253% 1,485 0,566 0,203
SC 10 0 1 0,000 0,000 0,000% 0,000 0,000 0,000
KB 10 2 3 0,600 0,131 0,104% -0,272 -0,184 0,190
MD 9 1 1 0,000 0,000 0,035% -0,263 -1,088 0,314
DN 9 1 4 0,750 0,112 0,087% 1,015 1,401 0,278
Fz 8 2 5 0,857 0,108 0,134% -0,071 0,414 0,214
DR 10 1 2 0,356 0,159 0,056% 0,417 0,015 0,178

Todas asamostras 112 7 8 0,520 0,051 0,110% -3,382 -1,079  0,050**

*Qs dados de desvio padréo para 7 foram omitidos por serem menores que x107%; ** p<(.05
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Os indices descritivos de diversidade genética para os dados de DNAmt indicaram
uma importante variacdo entre as localidades amostradas. A fixagdo haplotipica observada em
PN, SC e MD ocasionaram a ocorréncia dos menores valores de diversidade haplotipica (Hd)
e nucleotidica (z) para essas localidades, enquanto os maiores valores de Hd e = foram
respectivamente observados em FZ (Hd = 0.857) e SM (= = 0.253%). Os padrbes de
compartilhamento de haplétipos, por outro lado, revelam uma homogeneidade na distribuicéo
dos haplotipos ao longo da distribuicdo de E. annectans amostrada. O haplétipo H3 mostrou-
se 0 mais frequente dentre todos os hapldtipos, sendo encontrado em todos os pontos
amostrados, bem como o haplétipo H2 em oito das doze localidades estudadas com
importante representatividade. Haplotipos privados foram observados apenas em SO (H4, H1)
e FZ (H8) (Figura 5.1-A).

A

Figura 5.1 Distribuicdo geogréfica dos hapldtipos e estruturacéo genética mitocondrial de Euglossa annectans ao
longo dos 12 locais de estudo (SO, PN, BO, IC, SU, SM, SC, KB, MD, DN, DR e FZ), representados por pontos
amarelos (Software QGIS 2.12). A) Mapa parcial do Brasil e distribuicdo das localidades de amostragem;
gréaficos de pizza estdo posicionados proximos aos respectivos pontos indicando a frequéncia e distribuicao de
cada haplétipo; os haplétipos ndo compartilhados sdo mostrados em cinza claro. B) Rede de haplotipos
produzida pelo método Median-Joinning para os 8 haplétipos amostrados (H1-H8) obtidos para as sequéncias do
gene cyth; tamanho dos circulos sdo proporcionais a frequéncia dos haplétipos; cada barra transversal sobre as
linhas conectoras representa um passo mutacional; C) Analise Bayesiana de Estrutura Populacional (BAPS) de E.
annectans a partir de 640 pb do gene cytb. Cada individuo é representado por uma barra vertical associado a um
cluster genético representado por uma cor respectiva.
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A relacdo mutacional entre os haplétipos, reconstruida pelo método Median-Joining,
apresentou uma configuracéo simples de estrela com um haplétipo central mais frequente que
esta relacionado com os demais haplotipos por apenas um ou dois passos mutacionais (Figura
5.1-B). Esta estrutura esta tipicamente relacionada com cenarios de expansdo populacional
po6s gargalos genéticos ou efeito do fundador (Ramirez-Soriano et al., 2008). Esta relacéo
simples entre os haplotipos é corroborada pela anélise Bayesiana de Estrutura Populacional
(BAPS) a qual encontrou dois clusters genéticos para as amostras estudadas, porém sem
estruturacdo geogréafica definida (Figura 5.1-C). O mesmo pode ser observado pela analise de
variancia molecular (AMOVA) a qual indicou valores de estruturacdo e proporcdo de
variacdo genética ndo significativos, mesmo quando incluido dados espaciais (SAMOVA) em
uma andlise hierarquica de definicdo de grupos de populacbes (dados ndo apresentados)

corroborando a existéncia de um Unico grupo de amostras (Tabela 5.3).

Tabela 5.3 Analise de Variancia Molecular (AMOVA) considerando a existéncia de um Unico
grupo de *populacGes a partir de 640 pb do gene cytb de 126 amostras de Euglossa annectans
coletadas em 12 localidades ao longo do sul da Mata Atlantica.

Fonte da variaco Graus de Soma dos Componente % de ®sr-global
liberdade quadrados de variacéo variacao
Entre populacGes 11 8,393 0,04887 Va 13,72 0,137**
Dentro de populagdes 100 30,731 0,30731 Vb 86,28
Total 111 39,124 0,35618

*Populacdo neste contexto refere-se as amostras coletadas em uma mesma localidade; Todos os valores de p
foram significativos com o = 0,001 testado por 1000 permutagdes aleatorias.

Os testes demograficos para expansdo ou retracdo populacional ndo apresentaram
fortes evidéncias para estes cenarios quando as amostras foram analisadas de acordo com suas
respectivas localidades (veja Apéndice K). Embora a distribuicdo das frequéncias das
diferengas entre pares de sequéncias (distribuicdo Mismatch) tenha evidenciado padrdes
alinhados com o esperado para populac6es sob efeito de expansdo populacional, tanto para as
populagdes individualizadas (veja Apéndices) quanto para todas as amostras analisadas como
um unico grupo (Figura 5.2), os testes de neutralidade Fs de Fu e D de Tajima ndo
apresentaram sinais significativos de bottleneck ou expansdo populacionais, salvo para a
localidade BO (Tabela 5.2). De igual modo, o teste de R, apresentou sinais significativos de
reducdo populacional recente quando todas as amostras foram analisadas como uma Unica

populacéo.
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Figura 5.2 Estimativa de mudancas demogréficas populacionais para o gene cytb em 126 amostras de E.
annectans ao longo da Mata Atlantica. A - Distribuicdo mismatch par-a-par comparando distribuicdo esperada
para cendrio de crescimento populacional (linha sdlida; Exp.) e a distribuicdo observada (linha pontilhada; Obs.);

B — Inferéncia de mudancas do tamanho efetivo populacional (Ne em log) ao longo do tempo em milhdes de
anos.

A estimativa Bayesiana de mudanca do tamanho efetivo populacional ao longo do
tempo (Extended Bayesian Skyline by Plot) demonstra um sensivel aumento de cerca de
quatro vezes no tamanho efetivo populacional para o gene cytb de E. annectans iniciando-se

por volta de 15 Ka a. p., 0 que indica uma possivel expansao populacional pés-glacial.

5.3.2 DNA nuclear (Microssatélites)

No total, foram genotipados 398 machos de E. annectans ao longo das 12 localidades
amostradas, dos quais 39 apresentaram um ou mais locos em heterozigose. Com excec¢éo das
amostras provenientes de BO, em todas as demais localidades foram detectados entre um e
seis machos diploides, representando frequéncias entre 0,057 e 0,182 em suas respectivas
populacdes. A probabilidade de um macho, caso diploide, ser detectado por heterozigosidade
em ao menos um dos locos (Phet) esteve sempre muito préximo de um variando entre
0,999551 (PN) e 0,999997 (DN), indicando que o conjunto de dados é suficientemente

discriminatorio para detectar a presenga de machos diploides na populacdo (Tabela 5.4).
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Tabela 5.4 indices de diversidade genética e estimativas de machos diploides para amostras
de E. annectans coletadas em 12 localidades da regido sul da Mata Atlantica. (Nt) Numero
total de machos genotipados; (Nmp) nimero de machos diploides; (fup) frequéncia de machos
diploides; (C1°°*) intervalo de confianca de 95% para fyp; (Phet) Probabilidade de um macho,
caso diploide, ser heterozigoto ao menos em um loco; (Nymy) NUmero de machos haploides
incluidos nas analises populacionais;( Na) nimero médio de alelos; (sd) desvio padrdo; ( Ng)
Numero médio de alelos efetivos; (Np) numero de alelos privados; (He) Heterozigosidade
esperada (sensu Nei, 1978).

Nr Nw  fwo CI1%% Phet Nmi Na sd  Neg sd Np He sd
SO 40 6 0150 0,04-027 0999949 34 85 132 52 071 2 078 0,03
BO 9 -- - -- 0,999978 9 41 044 30 045 1 064 0,06
PN 22 4 0182 005040 0999853 18 55 093 39 055 0 073 0,05
IC 11 2 0182 0,03-060 0999990 9 53 053 43 057 0 0,78 0,03
SU 46 6 0125 0,06-030 099993 40 71 074 37 037 2 072 0,03
SM 60 4 0067 002016 0999990 56 80 0,76 39 062 1 070 0,04
SsC 3 1 0029 000015 0999992 34 71 097 47 08 5 074 0,05
KB 26 3 0115 0,02-030 0999730 23 58 056 35 054 0 067 005
MD 40 6 0,50 0,06-0,30 0,999995 34 79 127 51 091 1 077 0,04
DN 3 2 0057 000019 0999997 33 74 119 47 085 3 075 0,05
FZ 60 4 0067 002016 0999551 56 99 163 53 1,01 1 0,76 0,04
DR 14 1 0077 001033 0999961 13 46 046 32 045 0 065 0,08
Total 398 39 0,098 0,07-0,13 0,999990 359 1375 562 42 020 - 0,73 001

As andlises de diversidade genética incluiram os 359 machos haploides genotipados,
0s quais apresentaram ao longo dos oito locos analisados uma média de 12,87 alelos por loco
variando de oito (Ann6 e Ann4l) a 20 alelos (Ann24). Considerando cada populagédo
individualmente, foram observadas médias de nimero de alelos por loco variando de 4,13 (dp
= 0,44) em BO a 9,88 (dp = 1,63) em FZ. A media do numero de alelos efetivos teve uma
variagdo similar, levemente inferior, com o menor numero observado em DR (3,2) e maior
namero em FZ (5,3). Dentre os 110 alelos identificados para os oito locos em toda a
populagéo analisada, 16 alelos foram observados como privados em oito das 12 localidades
analisadas, dos quais apenas seis tiveram frequéncia maior que 5% em trés localidades (BO,
SC e DN). Por fim, a heterozigosidade esperada apresentou baixa variacdo entre as
localidades, variando de 0,64 a 0,78 em BO e SO e IC respectivamente.

O resultado da andlise Bayesiana de estruturacdo genética indicou que o nimero de
grupos (K) mais provavel para as amostras analisadas é K=2, tanto pelo In Pr(X/K) quanto
para “delta K” (4K). De acordo com este resultado, as localidades amostradas podem ser

agrupadas em dois conjuntos, o primeiro formado por amostras localizadas na zona litoranea
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de distribuicéo de E. annectans (SO, BO, PN, IC, SU, SM, SC) e um segundo grupo formado
por amostras com distribuigéo interioranas (KB, MD, DN, FZ e DR) (Figura 5.3).
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Figura 5.3 Analise Bayesiana de estruturacdo genética baseada em oito locos microssatélites de E. annectans. A)
da esquerda para direita: estimativa do nimero de agrupamentos (K) mais provavel com base na variagdo da
média da razdo do log Pr(X/K) pelo desvio padrdo de (L(K)), seguido pela média L(K) +- o desvio padrdo
(centro) e a variagdo de log de L(K) (a direita); B) grafico de barras para o coeficiente de ancestralidade (Q)
considerando K=2, onde cada barra representa um individuo; as cores vermelho e verde identificam os diferentes
clusters genéticos inferidos pelo software Structure.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) corrobora a estruturagdo entre grupos
apontada pela inferéncia Bayesiana, indicando uma estruturacdo baixa, porém significativa
entre os grupos “interior” ¢ “litoral” (®ct = 0,0476; p-value = 0,002). Esta mesma analise
também indicou um maior percentual de variacdo na diferenca entre as amostras dentro da
mesma localidade (87,79%), refletindo o alto contetddo informativo do conjunto de dados para
distingdo individual. Contudo, uma importante parcela da variacdo foi encontrada na
comparag¢ao entre as localidades do mesmo grupo (7,45%; ®sc = 0,078; p-value < 0,05), bem
como na diferenciacdo entre os grupos (4,76%; Tabela 5.5).

Tabela 5.5 Andlise de Variancia Molecular (AMOVA) considerando dois grupos de
*populacdes a partir de oito locos microssatélites de 359 machos de Euglossa annectans
coletadas em 12 localidades ao longo do sul da Mata Atlantica.

Fonte de variaco C_%raus de Soma dos Compo_nent_es % de indice de
liberdade quadrados  de variancia variacao estruturacao
Entre grupos 1 74,854 0,15225 Va 4,76 Ocr: 0,048
E”tre populagGes™ dentro 10 162,988  0,23828 Vb 7,45 ®sc: 0,078
0S grupos
Dentro das "populagdes” 706 1982,242 2,80771 Vc 87,79 Dgr: 0,122
Total 717 2220,084 3,19823

*Populacdo neste contexto refere-se as amostras coletadas em uma mesma localidade; Todos os valores de p
foram significativos com a = 0,05 testado por 1000 permutacdes aleatdrias.
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A andlise Bayesiana de inferéncia de fluxo génico indicou a existéncia de duas
principais rotas migratorias entre as localidades amostradas, ambas concentradas dentro dos
respectivos grupos definidos pela analise de estruturacdo populacional com baixas taxas de
migracao entre os dois grupos. Dentre as amostras do grupo “interior”, taxas de migragao
entre 20,2% e 28,2% foram identificadas na direcdo FZ -> (DR, DN, MD e KB), com
importantes taxas de migragao de KB a FZ (26,2%). Ja dentre as amostras do grupo “litoral”,
taxas de fluxo génico mais variaveis foram identificadas entre as localidades, variando de 3%
(SM-IC) a 29% (SM-SU) (Figura 5.4) .
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Figura 5.4 Andlise Bayesiana de inferéncia de fluxo génico. Taxas relativas de migragdo entre as 12 localidades amostradas no Sul da Mata Atlantica baseadas na
genotipagem de oito locos microssatélites de 359 macho para E. annectans sdo apresentadas sobre a distribuicdo geogréafica das localidades. As cores vermelho (grupo
“interior”) e verde (grupo “litoral”) demarcam os grupos identificados na analise de estrutura genética pelo software Structure. Setas brancas indicam a direcéo e intensidade
do fluxo génico.
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Indicativos de isolamento por distancia (IBD) foram observados na correlagéo entre o
G’st e distancia geografica, tanto nas comparagdes entre todas as amostras, quanto na
compara¢do dentre as amostras do grupo “litoral” e grupo “interior” (Figura 5.5). Embora as
correlagcdes tenham se mostrado ndo significativas, em qualquer um dos casos nota-se uma

tendéncia no aumento da diferenciacdo genética em relagdo ao aumento da distancia

geogréfica.
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Figura 5.5 Correlacdo entre distancia genética e geogréfica entre 12 localidades amostradas para E. annectans do
sul da Mata Atlantica baseada em oito locos microssatélites. A) todas as amostras; B) grupo “interior”; C) grupo
“litoral”.

No caso especifico do grupo “interior” é possivel observar a presenca de um ponto
com alta distancia geogréfica e baixa distancia genética influenciando fortemente a auséncia
significativa de IBD, o qual diz respeito a relacdo dos pontos KB e FZ com cerca de 400 Km
de distancia, porém baixos valores para os indices de estruturacdo genética (Gsr = 0,002; Dest
=0,007). Para o grupo “litoral” os indices de estruturacdo variaram entre Gst = 0,001 (SU —
SM) e Gsr = 0,054 (IC — SC), bem como Dest = 0,006 (SU — SM, néo significativo) e Dest =
0,357 (IC — SC) (Tabela 5.6).

Tabela 5.6 Indices de estruturacio genética par-a-par entre machos de E. annectans coletados em 12
localidades a partir de oito locos microssatélites. Valores de Gsr na diagonal superior e valores de Dest
na diagonal inferior. Todos os valores foram significativos com a=0,05 exceto valores em negrito.

SO BO PN IC SuU SM SC KB MD DN FZ DR

SO - 0,018 0,017 0,033 0,024 0,022 0,025 0,063 0,049 0,035 0,068 0,033
BO 0,127 -- 0,008 0,039 0,022 0,011 0,024 0,066 0,054 0,020 0,066 0,035
PN 0,109 0,041  -- 0,033 0,044 0,033 0,043 0,049 0,046 0,024 0,054 0,030
IC 0216 0,212 0168 -- 0,012 0,010 0,054 0,016 0,042 0,034 0,014 0,048
SU 0,164 0,126 0,245 0,064  -- 0,001 0,025 0,057 0,071 0,050 0,064 0,083
SM 0,157 0,065 0,191 0,052 0,006 -- 0,020 0,056 0,054 0,045 0,057 0,063
sC 0,209 0,174 0,290 0,357 0,168 0,144 - 0,096 0,068 0,053 0,099 0,064
KB 0315 0,284 0,199 0,060 0,239 0,245 049 -- 0,062 0,053 0,002 0,065
MD 0,315 0,297 0,238 0,208 0,388 0,304 0,443 0,247 -- 0,040 0,054 0,033
DN 0,256 0,121 0,135 0,192 0,304 0,286 0,389 0,235 0,225 -- 0,053 0,039
Fz 0,345 0,290 0,222 0,053 0,273 0,253 0,522 0,007 0,216 0,233 -- 0,063
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DR 0,195 0,179 0,007 0,222 0429 0,339 0,388 0,242 0,151 0,202 0,239  --

5.3.3 Modelagem de Nicho Ecoldgico e Paleodistribuicéo

Devido a discussdo em torno da selecdo de variaveis e para construcdo de modelos de
nicho e distribuicdo (Merow et al., 2013; Porfirio et al., 2014), trés estratégias diferentes
foram utilizadas para construir os modelos de nicho, selecionando variaveis via PCA, segundo
um critério ecoldgico, e utilizando as 19 variaveis disponiveis no banco Worldclim, como
sugerido por Porfirio et al. (2014). A avaliacdo destes modelos pode ser feita de diversas
maneiras, porém a propor¢do de &rea sob a curva (AUC) é um dos principais parametros
disponiveis (Merow et al., 2013; Phillips et al., 2017), uma vez que essa estatistica compara a
sensibilidade e especificidade do modelo contra uma distribuicdo aleat6ria, em outras
palavras, quanto maior a AUC melhor o desempenho do modelo em prever a distribuicdo da
espécie em questdo (Elith et al., 2011). Todos os modelos gerados para Euglossa annectans
apresentaram-se altamente precisos com valores de area sob a curva (AUC), variando entre
0,976 (estratégia PCA) e 0,986 (estratégia “WorldClim”) (Tabela 5.7). A despeito dos valores
de AUC e de ganho de modelo (ganho de treino Gyr. ganho de treino regularizado Ggr), 0
modelo baseado em PCA obteve os melhores escores para AICc e BIC, bem como para logL
(Tabela 5.7).

Tabela 5.7 Estatisticas de selecdo de modelos para comparacdo entre trés diferentes estratégias de
selegdo de variaveis: todas as variaveis (“WorldClim”), com base em aspectos ecologicos
(“Ecoldgica”), e por exclusio de covariantes (“PCA”). N — nlimero de amostras; AUC — média da
area sob a curva; BIC — critério de informagdo Bayesiano; AIC — critério de informacéo de Akaike;
AlCc — com corregdo para amostragens reduzidas; logL — log de verossimilhanga; Ggr — média do
ganho regularizado de treino de modelo; Gyr— ganho de treino de modelo ndo regularizado.

Estratégia N AUC  sd. BIC AlCc AIC logL Ggrr s.d. Gur

PCA 71 0,976 0,005 1663,4 1644,1 15932 -765,61 2,3379 0,049 2,8109
Ecoldgica 71 0,981 0,002 20686 20413 2014,6 -983,31 2,7596 0,033 3,105
WorldClim 71 0,986 0,005 20446 20179 19884 -969,18 29724 0,052 3,3134

A comparacgdo das diferentes estratégias de selecdo de variaveis (Figura 5.6; “PCA”:
A-B; “Ecologico”: E-H; “WorldClim”: I-L) n&o apresentou diferencas expressivas do ponto
de vista qualitativo, ainda que as proporcdes de areas preditas sejam as mesmas, a avaliagdo
do padrdo geral permanece inalterado entre as estratégias. Embora o modelo “PCA” tenha
apresentado um melhor desempenho do ponto de vista estatistico, as demais estratégias foram
também incluidas na analise de consensos entre os diferentes GCMs e estratégias a fim de
representar a variacdo entre as diferentes projecfes. O consenso entre as estratégias (Figura
5.6: M-P) ressalta uma expressiva reducdo de areas de sobreposicao entre os paleomodelos, a

qual representa o cerne de areas adequaveis a E. annectans nas respectivas proje¢cdes. Em
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relacdo a distribuicdo “atual” de E. annectans (Figura 5.6-A, E, | e M), os modelos indicam
areas de adequabilidade concentradas na por¢do sul da Mata Atlantica sobrepondo
praticamente toda a area de distribui¢do conhecida entre as latitudes -29 e -19 e longitude -40
e -55. Os modelos abrangem tanto areas litoraneas quanto de interior, com estrangulamento da

area de distribuicdo entre as por¢fes sudoeste do estado de Minas Gerais e noroeste de S&o

Paulo, no limite entre Mata Atléantica e a por¢do de Cerrado da Diagonal de Formagoes
Abertas da América do Sul (Figura 5.6-M).
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Figura 5.6 Modelagem de Nicho Ecolégico e Paleodistribuicdo de Euglossa annectans baseados em trés
diferentes Modelos de Circulagdo Geral (GCM: MIROC-ESM, CCSM4, MPI-ESM-RL), 71 registros de
ocorréncia e diferentes abordagens de selecdo de variaveis. Imagens em cores correspondem a modelos baseados
em apenas um GCM com a escala de variacdo indicando a adequabilidade ambiental; Imagens em preto e branco
correspondem ao consenso de GCMs; A Ultima linha (Consenso) resume a sobreposi¢do das areas presentes em
todos os modelos de cada uma das estratégias de sele¢des de varidveis; Colunas indicam os diferentes tempos (da
esquerda para a direita: Atual, 6 Ka a. p., 21 Ka a. p. e 130 Ka a. p.); Diferentes abordagens de selecdo de
variaveis séo apresentados em linhas: PCA, Ecoldgico, WorldClim (19 variaveis).

As projec6es para 0 medio-Holoceno (6 Ka a. p.; Figura 5.6-B, F, J e N) apresentaram
um cenario bastante semelhante ao atual, com maior fragmentacao entre as areas de consenso
e uma notavel redugdo de areas em relacdo ao modelo “atual” (Figura 5.6-N). Na mesma

linha, os modelos projetados para o LGM (21 Ka a. p.; Figura 5.6-C, G, K e O) apresentaram
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fragmentacdo e isolamento ainda maiores nas areas de adequabilidade e, adicionalmente, uma
substancial mudanga na distribuicdo de E. annectans em direcdo noroeste, mais claramente
demonstrado na Figura 5.6-O. Os modelos gerados para 0 LGM também apresentaram uma
importante expansao de areas adequaveis a E. annectans em direcdo a Plataforma Continental,
criando zonas de instabilidade entre a porcao litoranea e de interior da paleodistribuicdo desta
espécie. Por fim, os modelos projetados para o dltimo periodo interglacial (130 Ka a. p.;
Figura 5.6-D, H, L e P) apontam para uma separacdo ainda maior entre a zona litoranea e
interiorana de distribuicdo de E. annectans, com apenas duas grandes areas se repetindo entre
0s modelos gerados pelas diferentes estratégias (Figura 5.6-P). A comparacdo da estabilidade
climética ao longo do tempo, aponta para areas estaveis apenas na regido litoranea, com uma
importante variacdo na porc¢éo interior da distribuicdo de E. annectans.

Para fins de conservacdo, projecdes considerando a evolugdo média do acimulo de
carbono para os préximos trinta e dois anos (IPCC rpc-4.5) também foram realizadas com
base nos mesmos trés modelos de circulacdo geral disponiveis para tempos pretéritos. A
comparagdo entre o consenso dos modelos construidos com base na variagao “atual” (1950-
1990) e aqueles construidos com base no painel rpc4.5 para 2050 mostra uma consideravel
reducdo de areas adequéaveis a ocupacdo de E. annectans, principalmente em areas onde estao
0s maiores fragmentos atuais Figura 5.7.

1 Modelo B 1 Modelo
2 Modelos . 9 2 Modelos
3 Modelos P 3 Modelos

Figura 5.7 Comparacéo entre os consensos dos modelos de distribuicdo de Euglossa annectans baseados nas
diferentes estratégias de selegdo de varidveis considerando a variagdo climatica “atual” (1950-1990) e 0 consenso
entre os diferentes GCMs considerando a progressdo moderada do acumulo de carbono ao longo dos préximos
32 anos (IPCC rcp-4.5). Areas de sobreposicdo de trés (a esquerda) ou mais modelos (& direita) séo destacados
na coloracéo azul.

5.4 DISCUSSAO

O presente estudo € o primeiro a investigar a influéncia das flutuacdes climaticas do

Quaternério sobre a estrutura e diversidade genética de uma espécie de abelha com
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distribuicdo nos limites longitudinais da MA em uma abordagem que combina modelos de
distribuicdo espacial e diferentes marcadores moleculares. Os resultados corroboram a
hipdtese de que as flutuagdes climaticas ao longo do Pleistoceno tiveram um papel central na
histéria demografica e estruturacdo genética de E. annectans, revelando um padrdo de
estruturacdo pela primeira vez reportado para o sul da MA. A hip6tese de que as flutuacGes
climéticas tiveram forte influéncia na estruturacdo genética desta espécie € suportada por ao
menos trés resultados aqui encontrados: i) modelos paleoclimaticos indicando reducédo de
areas adequaveis no LGM, e consequente disjuncdo entre populacdes congruentes com a
estruturacdo genética observada; ii) padrdes demograficos cronologicamente alinhados com as
flutuacBes climaticas; iii) auséncia de barreiras geogréaficas significativas que ndo as

influenciadas pelas variagdes climaticas.

5.4.1 Padroes de estruturacao, demografia e instabilidade climéatica

De modo geral, as projecdes paleoclimaticas em todos os cenarios indicam uma
progressiva reducdo de areas adequaveis a E. annectans em direcdo ao LGM, levando
consequentemente a disjuncdo das populacbes nas areas costeira e de interior. Padrdes
similares de disjuncdo em modelos paleocliméaticos foram também observados em outros
organismos endémicos & MA, como anfibios (Thomé et al., 2010), aves (Batalha-Filho &
Miyaki, 2016) e opilides (Porto et al., 2013). Este padrdo é suportado pelos resultados
observados a partir dos marcadores microssatélites, como indicado pelas analises de
estruturacdo genética Structure e AMOVA, corroborando a existéncia de um grupo de interior
e um segundo litoraneo. Contudo, nenhuma estruturacao espacial foi detectada para os dados
do gene mitocondrial cytb, a exemplo do observado para outros organismos desta regido da
MA (Batalha-Filho et al., 2012; Thomé et al., 2014). Interessantemente, a tribo Euglossini é
apontada como um grupo de abelhas que possui um viés sexual de dispersdo (Lopez-Uribe et
al., 2014), onde machos sdo capazes de voar dezenas ou centenas de quilébmetros (Pokorny et
al., 2015) promovendo fluxo génico (Zimmermann et al., 2011; Suni, 2017) e fémeas, a
despeito de sua grande capacidade de voo (Janzen, 1971), sdo tidas como filopatricas (LOpez-
Uribe et al., 2014), uma vez que frequentemente emergem e permanecem préximas ao ninho
de origem (Augusto & Gardfalo, 2011), como no caso de E. annectans (Garéfalo et al., 1998;
Boff et al., 2017). Assim, seria esperado que o0 DNAmt mantivesse um forte padréo de IBD,
como o0 observado por Frantine-Silva et al. (2017) e Penha et al. (2015) para E. iopoecila. No
entanto, como observado anteriormente, ndo ha uma clara estruturacdo geografica em relacdo

ao DNAmt no caso de E. annectans, porém a variacdo e a reducdo de areas adequaveis ao
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longo do tempo potencialmente explicam a auséncia dessa estruturacdo espacial, bem como a
diferenca observada entre os genomas. Devido ao fato do tamanho efetivo populacional do
DNAmt ser cerca de trés vezes menor que o DNA nuclear em populagdes haplodiploides
(Hedrick and & Parker, 1997; Zayed, 2004), efeitos estocasticos de perda de diversidade
genética afetariam mais intensamente 0 DNAmt do que o DNAnu (Luikart et al., 1998),
podendo levar a perda do sinal filogeografico mesmo sem a extingdo local da populacdo
(Edwards & Beerli, 2000). Esta hipotese € corroborada pelos sinais de bottleneck encontrados
para 0 DNAmMt na comparacdo da distribuicdo mismatch e no teste de mudancga do tamanho
populacional R,.

Hipoteses alternativas para explicar a diferenca entre os resultados observados para o
DNAmMt e DNAnu poderiam incluir a utilizacdo de um unico gene ou o reduzido tamanho
amostral nas analises do DNAmt. No entanto, o cytb constitui um dos genes mais
informativos do DNAmt de abelhas (Frantine-Silva et al., 2017), apresentando um padréo
evolutivo intrinsicamente relacionado a todo DNAmt devido a ligacao fisica entre os genes
(Hurst & Jiggins, 2005; Lopez-Uribe et al., 2014), com resultados similares em tamanhos
amostrais semelhantes aos aqui analisados (Frantine-Silva et al., 2017) ou mesmo maiores
(Penha et al., 2015), como os reportados por estes autores em andlises independentes com E.
iopoecila.

A auséncia de estruturacdo genética e geografica em casos intraespecificos é
frequentemente relatada em outros organismos com distribuicdo semelhante a E. annectans na
MA (Batalha-Filho et al., 2012; Thomé et al., 2014; Batalha-Filho & Miyaki, 2016). Um
exemplo interessante foi reportado para Basileuturus leucoblepharus, uma ave
(Passeriformes) também endémica a por¢éo sul da MA (Batalha-Filho et al., 2012) para o qual
é refutada a hipdtese de um bottleneck no LGM, porém com influéncia de glaciaces
anteriores a 130 Ka. Os dados de E. annectans adicionam uma nova perspectiva dos eventos
demogréaficos ocorridos nos tdxons endémicos a esta por¢cdo da MA, indicando que tanto a
demografia quanto a estruturacdo genética de algumas espécies podem ter sido afetadas pela
ultima glaciagdo. Em consonancia com estes resultados, Batalha-Filho e Miyaki (2016)
apontam a influéncia do LGM na divergéncia e demografia entre duas linhagens do passaro
Rhopias gularis em uma distribuigdo semelhante a E. annectans.

Interessantemente, 0 mesmo padrdo de expansdo demografica apdés o LGM
corroborado pelos dados de E. annectans é observado para o cluster sul de Euglossa iopoecila
(Frantine-Silva et al., 2017). Os recorrentes sinais de expansdo populacional em espécies

pertencentes a diferentes tdxons endémicos a por¢do sul da MA indicam que a0 menos para
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parte da fauna houve uma forte influéncia das flutuagbes climéaticas do Quaternario, em
especial do dltimo méaximo glacial, sobre a estruturagdo genético-populacional e
filogeogréafica das espécies desta porcdo da MA. Contudo, é importante ainda ressaltar que,
embora as duas Ultimas glaciagdes parecam semelhantes em intensidade e duracdo (Augustin
et al., 2004; Joos & Prentice, 2004) eventos anteriores ao LGM podem ter influenciado a
estruturacdo genética observada (Fitzpatrick et al., 2009), como sugerido pelos modelos do
ultimo periodo interglacial (LIG), apresentando dois grandes grupos alinhados com a
estruturacdo genética atual de E. annectans.

Os resultados dos modelos paleocliméaticos do LGM apontam ainda um aspecto
adicional em relagdo & biogeografia dos Euglossini na MA, suportando a existéncia de
conexdo entre a MA e a Floresta Tropical Andina. Embora os dados moleculares de E.
annectans ndo permitam testar diretamente esta hipotese, os modelos de nicho corroboram a
regido central do cerrado como uma possivel rota de fluxo génico entre a MA e sul da
Amazodnia e oeste Andino, como ja reportado para aves (Trujillo-Arias et al., 2017), dentre
outros organismos (Ledo & Colli, 2017). Essa ideia € também suportada pela presenca de
areas estaveis na porcdo central do cerrado no LGM para outras espécies de Euglossini, como
Eulaema cingulata (LOpez-Uribe et al., 2014). Futuros estudos mais detalhados deverdo
responder especificamente sobre a importancia desta conexdo para euglossineos de mata
atlantica.

A instabilidade climatica encontrada para os modelos de E. annectans em consonancia
com a variacdo demogréafica observada para 0 DNAmt apontam a existéncia de um padréo
apenas parcialmente alinhado ao modelo de refiigios de Carnaval e Moritz (2008) “strictu
sensu” (daqui em diante “modelo CM”). Segundo o modelo CM, popula¢des de espécies
endémicas deveriam ter permanecido em reflgios ao norte da MA ao longo do LGM, onde
maiores niveis de diversidade genética seriam encontrados, aliado a um sinal de expansao
populacional p6s-LGM nas populagdes ao sul da MA. Em consonancia ao modelo CM pode-
se citar a instabilidade das areas de adequabilidade na porcdo sul da distribuicdo de E.
annectans e os sinais de expansdo populacional p6s-LGM. Em contrapartida, E. annectans
ndo apresentou um padrdo de estruturacdo latitudinal esperado sob o modelo CM, e sim um
padréo longitudinal, de acordo com as predi¢cdes dos modelos de nicho especificos. Além
disso, embora haja uma nitida migracdo de areas adequaveis em dire¢cdo ao norte, poucas
areas foram identificadas como temporalmente estaveis para caracterizar a existéncia de
refugios sensu modelo CM (Carnaval & Moritz, 2008; Carnaval et al., 2009). Com excecéo de

pequenas areas na porcdo interior e uma possivel area na porcdo litoranea, o cerne da
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distribuicdo desta espécie migrou substancialmente para norte, para o interior e para a
plataforma continental com praticamente completa auséncia de sobreposicdo em relagdo a
distribuicdo atual. Interessantemente, essa expansdo em direcdo a plataforma continental é
esperada em uma segunda hipotese aparentemente antagonica ao modelo CM. Baseada em
modelagem de nichos e dados genéticos de pequenos mamiferos da porcdo centro-norte da
MA a Hipoétese da Mata Atlantica (Leite et al., 2016a) afirma que a exposi¢do da plataforma
continental devido a regressdo marinha disponibilizou areas para as quais a MA expandiu seus
dominios, e portanto, sinais de expansao populacional deveriam ser identificados no LGM ao
invés de bottlenecks. Embora a extensdo das conclusdes desta Gltima hipotese seja discutivel
(Leite et al., 2016b; Raposo do Amaral et al., 2016), mesmo estudos anteriores apontam a
expansdo de areas adequaveis a diferentes espécies em direcdo a plataforma continental na
porcdo sul e central da MA (Thomé et al.,, 2010; Batalha-Filho & Miyaki, 2016),
corroborando a utilizacdo destas areas ao longo do LGM, a exemplo de E. annectans. Ainda
assim, E. annectans e outras organismos da MA apresentam sinais de expansédo populacional
p6s-LGM (Batalha-Filho & Miyaki, 2016). Os resultados aqui encontrados para E. annectans
indicam uma situacdo mais complexa, mesclando pontos destas duas hipoteses aparentemente
antagdnicas, uma vez que exibe uma possivel expansdo em dire¢cdo a plataforma continental
em resposta a uma mudanca de adequabilidade no LGM (Leite et al., 2016a), porém com
sinais de variacdo demogréafica que se encaixam as expectativas do modelo CM (Carnaval &
Moritz, 2008), como também descrito em Batalha-Filho e Miyaki (2016).

E importante ainda considerar a possibilidade da existéncia de barreiras, uma vez que
varios estudos apontam vales em bacias hidrograficas ou eventos neotecténicos como
possiveis barreiras para serpentes (Grazziotin et al., 2006), aves (Cabanne et al., 2007),
anfibios (Carnaval et al., 2009; Thomé et al., 2014) planérias (Alvarez-Presas et al., 2014) ou
mesmo abelhas (Batalha-Filho et al., 2010). Contudo, este ndo parece ser 0 caso de E.
annectans devido a alta congruéncia dos padrfes espaciais com as predi¢des dos modelos de
nicho para os marcadores microssatélites, ou mesmo a auséncia de quebra filogeografica para
o DNAmt, mais plausivelmente explicado pela perda de sinal filogeografico discutido
anteriormente.

Deste modo, os dados apresentados neste estudo indicam um cenério climatico
bastante dinamico ao longo dos ultimos 130 Ka, no qual diferentes organismos devem ter
respondido de maneiras idiossincraticas as mudancas ambientais. De forma conjunta, os dados
observados para E. annectans e o cluster sul de E. iopoecila (Frantine-Silva et al., 2017)

indicam uma baixa adequabilidade ambiental para as abelhas das orquideas nas latitudes onde
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estas espécies sdo observadas atualmente durante o LGM. Contudo, € importante explorar
novos modelos com distribuicdes semelhantes a de E. annectans buscando avaliar se este

padrdo ira se confirmar como uma regra para os Euglossini da por¢éo sul da MA.

5.4.2 Diversidade genética e conservagao

No que tange a diversidade genética é possivel observar mais uma vez dois padrdes
distintos a depender da origem do marcador analisado. Por um lado, ha uma clara
homogeneidade entre os indices descritivos de diversidade genética para os marcadores
microssatélites (N, Ne e He) indicando niveis de diversidade relativamente altos mesmo em
populagdes com tamanho amostral bastante reduzido (BO, IC e DR) em relacdo a outros
euglossineos presentes na MA (Freiria et al., 2012; Boff et al., 2014; Penha et al., 2015). Por
outro lado, os dados para o gene cytb demonstram uma grande divergéncia entre indices
equivalentes ao longo das localidades amostradas como Hd e z, com haplétipos fixados em
algumas populacdes e indices de Hd proximos a 1 em outras, ainda que especialmente o Hd
possa apresentar algum viés em relacdo ao tamanho amostral (Excoffier et al., 1992). Parte
desta diferenca pode ser explicada pelo desvio sexual de dispersdo nas abelhas das orquideas
anteriormente discutido. Este € um aspecto conhecido e recorrente em Euglossini, como
observado para E. iopoecila (Penha et al., 2015) e Eulaema spp. (L6opez-Uribe et al., 2014).
Especificamente para E. annectans esta diferenca € claramente observada pela estimativa da
analise Bayesiana de fluxo génico, a qual demonstra um intenso fluxo génico espacialmente
estruturado, também em consonancia com a separac¢do historica dos clusters. Adicionalmente,
a diferenca na diversidade genética entre os genomas também se deve em parte aos
respectivos tamanhos efetivos populacionais, também anteriormente discutido.
Interessantemente, a homogeneidade dos pardmetros genéticos em relacdo ao respectivo
marcador também dep8e contra o esperado pelo modelo CM “strictu sensu”, ainda que do
ponto de vista nuclear, a dispersao parece ser o principal fator homogeneizador.

E. annectans apresenta ainda uma outra peculiaridade relevante a sua conservagao, a
qual diz respeito a expressiva frequéncia de machos diploides (fup) nessa espécie. Na maior
parte das abelhas o sexo é determinado por um loco unico dependente de complementariedade
(loco CSD) (Hasselmann et al., 2008), onde gendtipos heterozigotos expressam fémeas e
hemizigotos ou homozigotos ddo origem a machos (Harpur et al., 2013). Estudos salientam
que em casos de baixa diversidade genética haveria um aumento na producdo de machos
diploides devido a baixa diversidade do loco CSD (Zayed & Packer, 2005; Zayed, 2009;
Harpur et al., 2013; Lozier & Zayed, 2017). De modo geral, Euglossini apresentam médias de



212

fvp entre 0,01 e 0,02 (Souza et al., 2010; Giangarelli et al., 2015b), enquanto E. annectans
apresentou uma média geral de 0,098 e até 0,182 em algumas localidades (PN e IC), os quais
corroboram os valores observados por Giangarelli et al. (2015), além de dados
independentemente observados pelo Professor Robert Paxton (comunicacdo pessoal). Zayed e
Packer (2005) apontam a possibilidade de que o aumento da produgdo de machos diploides
poderia levar a populagdo a um quadro de retroalimentagdo de aumento de probabilidade de
extingdo denominado “vortex do macho diploide”, uma vez que a baixa diversidade do loco
CSD aumentaria a fyp que por sua vez diminuiria 0 nuimero de machos Vviaveis,
consequentemente o Ne da populacéo e a diversidade do loco CSD. Contudo, a despeito da
maior fyp observada para E. annectans, os valores de diversidade genética encontrados
demonstram que as populacdes mantém niveis de diversidade genética compativeis com
espécies com baixa fyp (Boff et al., 2014; Penha et al., 2015; Soro et al., 2017; Suni, 2017).
Este fato indica algum tipo de mecanismo para contornar este “problema” possivelmente com
a capacidade de selecdo de parceiros ou mesmo relacionado a uma possivel viabilidade dos
machos diploides, embora estudos futuros devam explorar especificamente esta questao.
Adicionalmente, a interpretacdo da propor¢do de machos diploides deve ser feita com cautela
uma vez que valores que representativamente parecem muito distintos quando analisados em
formas de frequéncia podem significar nimeros absolutos ndo tdo distintos. A comparacao
entre localidades com tamanhos amostrais pequenos (IC: N=11; DR: N=14) apresenta valores
em fyp que poderiam ser interpretados como bastante diferentes, respectivamente 0,182 e
0,077, porém representam a diferenca de um GUnico macho diploide detectado. Vale ainda
ressaltar que a diferenga de fyp variou entre 0,029 e 0,182 o que parece uma mudanga
significativa, mas a variacdo absoluta foi de 1 a 6 machos diploides detectados. Ainda assim,
E. annectans apresentou 39 machos diploides em 398 machos genotipados, o que é
expressivamente maior do que a taxa estimada por Souza et al. (2010) menor que 0,001 em
1034 individuos e deve ser levado em consideracdo para acdes de conservacdo para essa
especie.

Ainda no que tange a conservacao, projecdes futuras baseadas nos modelos atuais de
distribuicdo para E. annectans e um cenério conservador de mudanca climatica até 2050,
revelaram uma reducdo substancial de areas climaticamente adequaveis a essa espécie na
periferia da distribuicdo. Areas como o Parque Nacional do Iguacu e a regido de Belo
Horizonte saem da predicdo de consenso de areas adequaveis, restando praticamente a regido
da Serra do Mar como consenso nos trés modelos gerados. Embora, como exposto até aqui, E.

annectans tenha passado por uma historia de reducdo e expansdo populacional recente, vale
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ressaltar que o mesmo nunca ocorreu em um ambiente tdo fragmentado e com matrizes téo
desafiadoras quanto ao atual. Ademais, dados genéticos e de modelagem indicam que a
fragmentacdo pretérita sempre deixou redutos interioranos de diversidade genética para esta
espéecie, o que foi aproveitado pela grande capacidade dispersiva dos euglossineos para
manter algum nivel de fluxo génico, como também demonstrado aqui pela estimativa de fluxo
génico Bayesiana. Considerando ainda a tendéncia de E. annectans em produzir machos
diploides em frequéncias expressivamente maiores do que as habitualmente encontradas em
outros Euglossini, estes dados em conjunto ascendem um alerta do ponto de vista
conservacionista para esta espécie. Neste sentido, manter pontos de conexdo entre areas
verdes no interior e o corredor de biodiversidade da Serra do Mar, parece ser fundamental

para a conservacdo de E. annectans.

55 CONCLUSOES

Os resultados aqui apresentados demonstram um padréo diferenciado de estruturagédo
genética até entdo inédito em relacdo para organismos de MA. As flutuacGes climaticas do
Pleistoceno tardio tiveram importancia fundamental na definicao desta estrutura, causando um
quadro dindmico de adequabilidade ambiental. Os resultados de E. annectans também
apontam para a unido de ideias de duas hipoGteses aparentemente contrarias em relagdo a
dindmica de reflgios ao longo do Quaternario, demonstrando que as areas de ocupacgdo
podem ter alterado significativamente considerando a regressdo marinha, mas as populagdes
podem ter sofrido gargalos genéticos e reducao de areas adequaveis, uma vez que o avanco de
vegetacdo para novas areas na plataforma continental deve ter sido contrabalanceado pelo
avanco de outras areas menos adequaveis nas maiores latitudes da MA. Por fim, as variagdes
climéticas aparentemente continuardo tendo um importante papel para distribuicdo de E.
annectans e medidas que priorizem o aumento e conexao de areas verdes no interior, e deste
para o litoral, sdo de fundamental importancia para manter populagdes viaveis dessa espécie

no futuro.
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6 CAPITULO 3: FILOGEOGRAFIA E HISTORIA DEMOGRAFICA DE
EUGLOSSA IOPOECILA DRESSLER: SINAIS DE VICARIANCIA ASSOCIADOS
AS MUDANCAS CLIMATICAS DO QUATERNARIO®

Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia das flutuacdes climaticas do Pleistoceno
sobre a estrutura filogeografica e a historia demografica de Euglossa iopoecila Dressler
(1982), uma espécie endémica da Mata Atlantica, fortemente associada a regifes litoraneas,
que apresenta padrdes distintos de coloracdo tegumentar ao longo de sua distribuicdo
geogréfica. Amostras de populagdes de E. iopoecila foram coletadas em 14 remanescentes de
Mata Atlantica entre os estados de Pernambuco e Santa Cantarina, as quais tiveram 2234 pb
de quatro genes mitocondriais sequenciados: 16S (357 pb), cytb (651 pb) e COI (1206 pb). As
redes de hapl6tipos, SAMOVA e BAPS indicaram trés linhagens (clado sul, central e norte),
com duas importantes quebras filogeograficas. Areas preditas de estabilidade climatica ao
longo do Quaternario (modelo de extingdo e estabilidade) da MA foram coincidentes com a
regido de maior diversidade genética. As analises demogréaficas sugerem que apenas o clado
sul sofreu expansdo populacional recente, a qual provavelmente comecou apds o Ultimo
Maximo Glacial (LGM). Os dados sugerem que a diferenciacdo observada nas trés linhagens
mitocondriais de E. iopoecila é o resultado de eventos vicariantes e dispersfes passadas,
resultantes de maltiplos eventos de extingéo/recolonizacdo ao longo das flutuagdes climaticas
do Pleistoceno. Em termos de conservacao, vale ressaltar: (1) a regido do clado central como a
area de maior diversidade genética do DNA mitocondrial nas populacdes de E. iopoecila; (2)
o comportamento filopatrico das fémeas que tende a restringir o fluxo génico de DNAmMt em
particular, com implicac6es diretas para a conservacdo da diversidade genética em populacoes

de Euglossini.

6.1 INTRODUCAO

A tribo Euglossini compreende cerca de 250 especies de abelhas (Moure et al. 2012),
muitas das quais sdo intimamente relacionadas as florestas Umidas da regido Neotropical

(Roubik e Hanson, 2004), atuando como importantes polinizadores de dezenas de familias de

8 Este trabalho é uma versio adaptada de Frantine-Silva et al. (2017) Conserv. Genet. 18: 539
(https://doi.org/10.1007/s10592-016-0905-7) autorizada pela Editora Springer Nature (integra em anexo). Todos
os direitos autorais estdo sob concessdo da editora (Springer Nature ©Copyrights 2016). Todas as referéncias a
estes resultados devem ser feitas ao artigo original.
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Angiospermas (Dressler 1982; Ramirez et al. 2002; Roubik e Hanson 2004). Cerca de um
quinto destas espécies sdo encontradas na Mata Atlantica (MA), das quais metade é endémica
desta regido (Nemesio, 2009), caracterizando uma das principais areas de endemismo de
abelhas das orquideas (Ramirez et al. 2010). Dentre as espécies endémicas da MA (Nemésio,
2009; Moure et al., 2012), Euglossa iopoecila Dressler (1982) é uma abelha que ocorre quase
exclusivamente em areas costeiras, em formacGes de Floresta Ombrofila Densa (Galindo-Leal
e Camara 2003), variando do sul ao nordeste do Brasil (Faria Jr e Melo 2007; Nemésio 2009;
Moure et al. 2012).

Ao longo de sua distribuicdo geografica, as populacGes de E. iopoecila mostram
algumas peculiaridades, como variagdes na coloracdo tegumentar, que podem ir de azul-
violeta nas regides mais ao sul (Santa Catarina e Parana) a verde nas regides mais ao norte
(Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia, Alagoas e Paraiba) com a ocorréncia de fenotipos
intermediérios em zonas de contato (Ferrari e Melo 2014). Embora estas varia¢fes fenotipicas
de coloracdo tegumentar ndo suportem a hipoOtese de espécies distintas ao longo da costa
brasileira (Faria Jr e Melo 2007; Ferrari e Melo 2014), a repeticdo destes padrfes de coloracao
em diferentes espécies de Euglossini ainda deixa duvidas sobre a natureza de tal variacdo
(Faria Jr e Melo 2007; Nemésio 2009).

Recentemente, varios estudos tém sugerido a influéncia da variacdo climatica do
Quaternério sobre a estrutura genética de diferentes organismos ao longo do dominio da Mata
Atlantica (Carnaval et al. 2009; Ribeiro et al. 2011; Batalha-Filho e Miyaki 2016), inclusive
para abelhas das orquideas (LOpez-Uribe et al. 2014; Penha et al. 2015). Duas hipo6teses tém
sido levantadas para explicar os padrdes encontrados nestes estudos, retracfes florestais com
refugios glaciais (Carnaval e Moritz 2008) e a expansdo da MA para a plataforma continental
sul-americana (Leite et al. 2016). No que diz respeito as abelhas das orquideas, aparentemente
hd um componente extra, além da instabilidade climatica, o comportamento filopatrico das
fémeas (Augusto e Garofalo 2004; Lopez-Uribe et al. 2014), que potencialmente desempenha
um importante papel na diversificagdo das linhagens de DNAmt (Lopez-Uribe et al. 2014;
Penha et al. 2015).

Neste contexto, o presente estudo combina modelagem de nicho ecoldgico (ENM),
analises de demografia historica e estruturacdo genética para investigar a influéncia da
instabilidade climatica do Pleistoceno na estrutura genética de E. iopoecila ao longo de sua
distribuicdo no dominio da MA. Para tanto, trés questdes principais foram levantadas: (a) A
estrutura genética de E. iopoecila esta relacionada a hipotese de reflgio MA ou expansao da

MA? (b) Essa putativa estrutura & congruente com padrbes apresentados por outros
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organismos na MA? (c) Existe alguma relacdo entre os padrdes de cor e estrutura genética em
E. iopoecila na MA?

6.2 MATERIAIS E METODOS
6.2.1 Area de estudo

Os machos de E. iopoecila foram amostrados em 14 remanescentes de Floresta
Ombrofila Densa no dominio de MA ao longo da costa brasileira entre os estados de Santa
Catarina e Alagoas, em uma distancia de cerca de 2500 km (Tabela 6.1), correspondendo a
area principal.

Tabela 6.1 Relacdo dos pontos amostrais de Euglossa iopoecila ao longo da Mata Atlantica.
Localidades (nome da reserva, municipio e estado), cddigo da localidade, coordenadas
geogréficas (graus decimais), e tamanho amostral (n).

Localidade Cdédigo Latitude Longitude n
Vila Gloria, Sao Francisco do Sul, SC SC  -26,2439 -48,6383 10
Ilha do Superagui, Guaraquecaba, PR PR1  -25,3864 -48,2325 10
Reserva Natural Salto Morato, Guaraquecaba, PR PR2  -25,2900 -48,3172 10
Parque Estadual Ilha do Cardoso, Cananéia, SP SP1  -25,1467 -47,9464 10
Continente, Cananéia, SP SP2  -25,0172 -47,9194 10
Parque Estadual de Ilhabela, llhabela, SP SP3  -25,8442 -45,3564 10
Parque Estadual da Serra do Mar, S&o Sebastido, SP SP4  -23,7697 -45,6067 10
Parque Estadual da Serra do Mar (Picinguaba), SP5  -25,3642 -44,8236 10
Ubatuba, SP

Reserva Biologica Unido, Rio das Ostras, RJ RJ -22,4275 -42,0408 10
Reserva Biol6gica Sooretema, Linhares, ES ES -19,0625 -40,1186 9
Parque Nacional do Descobrimento, Itamaraju, BA BA1 -17,1489 -39,3725 10
Parque Estadual da Serra do Conduru, llhéus, BA BA2 -14,7275 -39,1133 10
Reserva Ecoldgica Michelin, Igrapitina, Bahia BA3  -13,7753 -39,1536 3
Estacdo Ecol6gica de Murici, Murici, AL AL  -9,1900 -358814 4
Total 126

6.2.2 Amostragem e procedimentos moleculares

As abelhas foram coletadas entre 2009 e 2015. Nas amostragens de campo, iscas
odoriferas de diferentes fragrancias foram utilizadas para atrair os machos de Euglossini, 0s
quais foram coletados ativamente com redes entomoldgicas ou passivamente por armadilhas
de isca, de acordo com os procedimentos descritos em Giangarelli et al. (2015) e Ramalho et
al. (2009), respectivamente.

O DNA total foi extraido de acordo com o protocolo em Freiria et al. (2012) e Penha
et al. (2015), a partir de amostras da perna metatorécica direita ou do musculo torécico. Os
vouchers dos espécimes utilizados foram depositados na colecdo de abelhas do Museu
Zooldgico da Universidade Estadual de Londrina (MZUEL).
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Os procedimentos laboratoriais para amplificacdo e sequenciamento de DNA foram
realizados de acordo com Penha et al. (2015), com pequenas modifica¢cdes. Resumidamente,
as reacoes de PCR foram realizadas em um volume final de 15 pL, contendo 15 ng de DNA, 1
x tampdo, 3 mM de MgClI2, 0,5 uM de cada primer, 200 uM de dNTPs e 1U de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen, Grand Island, NY, EUA). Para as andlises, quatro segmentos de trés
genes mitocondriais foram amplificados: (a) cytb-755 pb com os primers CB-J-10612 e CB-
N-11367 (SIMON et al., 1994); (b) 16S-357 pb com primers confeccionados para o presente
estudo - 16S-F 5'CGA GGT CGC AAA CAT CT e 16S-R 5'TAG CTG CAG TAT ATT GAC
T; (c) COI-3-610 pb com os primers CO1F e CO1R (Dick et al. 2004); e (d) COI-5'-
barcoding (daqui em diante COI-5") - 657 pb com os primers LepFl e LepR1 (Hebert et al.
2004). As amplificacdes foram realizadas em um termociclador (PCT-100 Peltier Thermal
Cycler, J Research Inc., Quebec, Canada), como segue: desnaturacdo inicial a 94°C/5 min,
seguida de 35 ciclos (desnaturacdo a 94°C/60s, pareamento a 54°C/60s, e extensdo a
72°C/80s) e uma extensao final a 72°C/10min. No entanto, para o gene cytb, a temperatura de
pareamento (48°C/80s) e tempo de extenséo final (72°C/100s) foram alterados.

Os produtos de PCR foram posteriormente purificados usando o Illustra™ Exo Pro-
Star 1-Step (GE Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) seguindo o protocolo do
fabricante e submetidos a uma reacdo de sequenciamento utilizando o kit BigDye Terminator
v3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Finalmente, os produtos de PCR foram
sequenciados em sequenciador automatico ABI-PRISM 3500-XL (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Todas as sequéncias utilizadas neste estudo foram depositadas no
GenBank sob o0s seguintes nimeros de acesso: 16S (KX155649-KX155774); cytb
(KX249836-KX249961); COI-5' (KX249962-KX250087); COI-3' (KX250088-KX250213).

6.2.3 Analise dos dados moleculares

O alinhamento de sequéncias, verificacdo de mutacéo, edicdo manual e concatenacéo
foram realizados no MEGA v.6.05 (Tamura et al. 2013). Uma vez que 0s genes mitocondriais
nédo sofrem eventos de recombinacdo, todos os segmentos (16S, cyth, COI-5 'e COI-3') foram
analisados como uma Unica sequéncia (Lopez-Uribe et al. 2014). Para obter uma visao geral
das relacGes de haplotipos, as redes com algoritmos de unido mediana foram construidas
usando o PopArt v1.7 (Leigh e Bryant 2015). Os hapl6tipos foram determinados pelo
software DnaSP 5.0 (Librado e Rozas 2009), que também foi usado para calcular a
diversidade nucleotidica e haplotipica e executar testes de distribuicdo de mismatch de analise

demogréafica com base no modelo de tamanho populacional constante Tajima D (Tajima
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1989) e Fs de Fu (Fu 1997) teste de neutralidade sem grupo externo. O DnaSP 5.0 também foi
utilizado para gerar as estatisticas R, (Ramos-Onsins e Rozas 2006), recomendado para
pequenos tamanhos de populacdo (Ramirez-Soriano et al. 2008). O modulo de simulacbes
coalescentes implementado no DnaSP 5.0 foi utilizado para testar a significancia estatistica
dos testes de neutralidade com base no valor theta sem recombinagdo, com um intervalo de
confianca de 95% e 10.000 replicacGes.

Além dos testes de neutralidade, também foi inferido a variacdo do tamanho efetivo
populacional ao longo do tempo atraveés do método Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP)
(Drummond e Bouckaert 2015) disponivel no pacote de software BEAST 1.6.2 (Drummond e
Rambaut 2007). Esta € uma abordagem ndo paramétrica mais adequada as arvores que nao
sdo totalmente resolvidas ou com dados pouco varidveis (Ho e Shapiro 2011). Foram
realizadas trés corridas independentes com 100 milhdes de passos nas Cadeias de Markov e
Monte Carlo para cada cluster identificados pelas analises de estrutura genética, utilizando os
seguintes parametros: arvore inicial UPGMA, modelo de substituicio GTR+I+G, como
indicado por jModelTest 1.1 (Posada 2008) com base na Critério de Informacdo de Akaike
corrigido para um pequeno tamanho amostral (AICc). Os parametros e as arvores foram
amostrados a cada 10.000 cadeias com um descarte de 25%, e as trés corridas independentes
foram combinadas usando LogCombiner (pacote BEAST) para analisar a convergéncia do
EBSP. Para estimar a datacdo das variagcdes do tamanho efetivo populacional, foi utilizado um
relogio molecular relaxado com distribuicdo log-normal ndo correlacionado e uma taxa de
substituicéo de 1,3% (d.p. 0,2%) por milh&o de anos (Ma™), comumente aplicadas a0 DNAmt
de abelhas (Dick et al. 2004; Batalha-Filho et al. 2010). O desempenho EBSP (valores ESS >
200) e a convergéncia de parametros entre corridas foi verificado usando o Tracer v1.6 do
pacote BEAST (disponivel em: http://beast.bio.ed.ac.uk/tracer).

O software jModelTest v1.1 foi utilizado para selecionar os modelos de substituicao
de base em cada regido génica e na matriz concatenada com base no AICc, como
recomendado (Posada e Buckley 2004). As diferencas genéticas par-a-par e as estatisticas @
(1000 permutagOes) foram calculadas pelo Arlequin v3.11 (Excoffier et al., 2005) utilizando o
modelo Kimura-2-Parameters, 0 melhor modelo disponivel de acordo com os resultados do
jModelTest.

Para testar limites e estruturas populacionais, utilizamos o programa BAPS v6.2
(Andlise Bayesiana da Estrutura da Populacdo) (Corander et al. 2008), o qual atribui
individuos a K-clusters, com base nos dados genéticos, sem informacdo prévia da populacéo.

Para esse fim, utilizamos agrupamentos com a opcao de locos-ligados (linked loci) no modelo
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de ligacdo independente (Corander e Tang 2007) com 10 corridas para cada K-grupo, até 50
individuos de referéncia amostrados por populacdo e 20 interagdes por individuo. BAPS
também foi executado com a opc¢do de agrupamento espacial, onde as coordenadas
geograficas foram combinadas com dados genéticos para definir o numero K mais provavel
para as populag¢fes. Em todas as anélises, o nimero K variou de 1 a 20. A Andlise Espacial da
Variancia Molecular (SAMOVA) (Dupanloup et al. 2002) foi executada no software SPADS
v1.0 (Dellicour e Mardulyn 2014) para identificar agrupamentos genéticos com e sem
informac@es geograficas. Com base nos resultados da analise BAPS e SAMOVA, realizamos
uma série de AMOVAs hierarquicas e comparagoes ®st emparelhadas (10000 permutacdes)
no Arlequin v3.11 (Excoffier et al. 2005). Os cenarios testados incluiram trés clusters (cluster
1, sitios de amostragem do Sul, cluster 2, Central e Norte, cluster 3, sitio de amostragem
Nordeste; ver em resultados).

Para testar a possivel correlacdo entre distancias geograficas e genéticas, realizamos
um teste de Mantel (1000 permutagdes) em Genepop v.1.2. (Raymond e Rousset 1995). Os
logaritmos naturais (In) de distancias geogréaficas foram plotados contra estimativas de Fsrt
par-a-par linearizadas (Fst/(1 - Fst)).

Diferencas significativas entre a diversidade nucleotidica dos clados Sul e Central (ver
secdo de estrutura populacional) foi testada via teste de Mann-Whitney executado no
programa Graphpad Instat v. 3:06. As amostras foram divididas nesses dois grupos com base
nas diferencas indicadas pela analise genética. As amostras do estado de Alagoas (AL) nédo
foram incluidas nesta andlise devido ao pequeno tamanho amostral. O teste de Mann-Whitney
foi executado em dados gerados separadamente para cada segmento de DNAmt (16S, cytb,
COI-5 'e COI-3"), bem como para a matriz concatenada. Nestas analises, p-valores inferiores a

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

6.2.4 Modelagem de Nicho Ecologico

Uma vez que os processos evolutivos sdo intrinsecamente influenciados pela variagéo
ambiental em relacdo ao tempo e espaco, 0 algoritmo méximo de entropia foi implementado
no programa MaxEnt v 3.3.3 k (Phillips et al. 2006) para modelar os nichos ecoldgicos atuais
e passados para E. iopoecila. Para tanto, 19 variaveis bioclimaticas (Hijmans et al. 2005) e 45
ocorréncias georreferenciadas de E. iopoecila (veja Apéndices) foram utilizadas, projetando
0s resultados para trés cenarios climéticos diferentes: médio Holoceno (11 Ka a. p.); ultimo
méaximo glacial (21 Ka a. p.) e ultimo periodo interglacial (130 Ka a. p.). As ocorréncias

foram exclusivamente extraidas de uma ampla reviséo bibliografica para evitar possiveis erros
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de registro em bancos de dados publicos, devido as questdes historicas de taxonomia relativas
a esta espécie (para detalhes veja: o caso de E. iopoecila).

As 19 variaveis climéaticas do modelo de circulagdo global MIROC-ESM para 0s trés
cenarios pretéritos foram baixadas em resolucdo de 2,5 minuto de arco (arcmin), entdo o
software QGIS 2.14 (Quantum GIS Development Team 2009) foi utilizado para reprojetar
essas camadas ao mesmo datum utilizados para os dados “atuais” (WGS84, 30 segundos de
arco - arcsec). Como E. iopoecila é uma espécie endémica da costa brasileira, os modelos de
nicho ecoldgico (ENM) foram gerados limitando-se as fronteiras da Ameérica do Sul. Assim,
foi considerado o espaco entre as latitudes 13.3702 e -56.5692, e longitudes -81.8505 e -
33.9972.

As camadas resultantes do MaxEnt foram visualizadas no QGIS 2.14. Para avaliar a
precisdo dos modelos, foi verificado se 0s ENMs eram melhores do que um modelo aleatorio
usando um teste binomial baseado em omissdo e areas previstas (Merow et al. 2013). Além
disso, realizamos 10 replicagdes retendo 25% das amostras como dados de teste e os demais
75% como dados de treinamento do modelo para calcular a area sob a curva (AUC) tanto para
treinamento como para dados de teste. AUC foi utilizada para medir a sensibilidade e
especificidade dos modelos.

Como em Lopez-Uribe et al. (2014), mantivemos todas as variaveis biocliméticas
independentemente da correlacdo, uma vez que excluir varidveis correlacionadas muitas vezes
faz pouca diferenca no ENM final (Lacey Knowles e Alvarado-Serrano 2010). O mesmo
efeito foi observado quando se excluiu as variaveis correlacionadas para a distribuicdo de E.
iopoecila, uma vez que os modelos com menos varidveis ndo diferiram significativamente em
termos de interpretagdo dos ENM. Para produzir os mapas binarios, utilizou-se os limaares de
igual sensibilidade e especificidade, os quais reduzem a diferenca entre a taxa de omisséo e a
area prevista (Elith et al. 2011; Merow et al. 2013).

6.3 RESULTADOS

No total, 126 machos de E. iopoecila foram analisados e um conjunto de dados
compreendendo 2234 (pares de bases) pb: 357 pb no segmento 16S, 651 pb em cytb, 650 pb
em COI-5” e 576 pb em COI-3. As sequéncias analisadas resultaram em 44 sitios
polimorficos, seis dos quais eram singletons e 38 parcimoniosamente informativos. A
composic¢do de frequéncia nucleotidica média foi: T = 45,9%, C = 10,1%, A = 33,7%, G =
10,3%.
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A matriz concatenada resultou em 76 hapldtipos (h), sete dos quais foram
compartilhados por pelo menos duas amostras (Figura 6.1-A). Entre os quatro segmentos
sequenciados, o numero de haplotipos encontrados variou de 10 a 28 (Tabela 6.2). As
estimativas de diversidade haplotipica (Hd) ¢ a diversidade de nucleotideos (1%) variaram de
0,995 a 1,0 e 0,239 a 0,336%, respectivamente (Tabela 6.2). Para todos os segmentos e
sequéncias concatenadas, os maiores valores de Hd e m foram encontrados entre as amostras
do cluster central, com diferencas estatisticas significativas entre os grupos do sul e central
para os valores 7 (Tabela 6.2).
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Figura 6.1 A) Mapa parcial do Brasil, mostrando os 14 Iocals de estudo (SC, PR1, PR2, SPl SP2, SP3, SP4,
SP5, RJ, ES, BAL, BA2, BA3 e AL), representados por pontos amarelos (Software QGIS 2.12). Os gréaficos de
pizza ligados aos pontos amarelos indicam a frequéncia e distribuicdo de cada haplétipo; os haplotipos nédo
compartilhados sdo mostrados em cinza claro. B) Rede de relacionamento para os 76 hapl6tipos (Median-
joinning) amostrados (H1-H76) obtidos para as sequéncias de DNAmt concatenadas. Os tamanhos do circulo sdo
proporcionais a frequéncia de haplétipos (H). Os trés haplogrupos inferiores (ou clusters) sdo representados por
linhas tracejadas, pontilhadas e sdlidas. Cada circulo representa um haplétipo, as cores indicam localidades e o
tamanho, o nimero de individuos; cada barra transversal sobre as linhas conectoras representa um passo
mutacional; circulos pretos representam os vetores médios. C) Analise Bayesiana da estrutura populacional
(BAPS) de E. iopoecila baseado em 2234 pb do DNAmt. Cada individuo é representado por uma barra vertical
fina dividida em grupo coloridos por seus grupos genéticos (azul = cluster 1; verde = cluster 2; vermelho =
cluster 3). As areas destacadas no mapa representam a distribuicdo geografica dos clusters. Os codigos do sitio
sdo 0s mesmos que na Tabela 5.1. (retirado de Frantine-Silva et al. Conserv Genet (2017) 18:539;
https://doi.org/10.1007/s10592-016-0905-7)
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Tabela 6.2 Medidas de diversidade genética de DNAmt recuperadas para matriz concatenada e para cada uma das quatro sequéncias de genes (168,
cytb e COI) analisadas: (h) nimero de haplotipos, (Hd) diversidade de haplotipos, (w) diversidade de nucleotideos, (n) = nimero de amostras e (dp)
desvio padrio (dp de m <1 x 10™)

. N 16S (357 bp) COI-5" (650 bp) COI-3' (576 bp) cytb (651 bp) Concatenado

Hd + d.p. T Hd = d.p. T Hd = d.p. T Hd + d.p. T Hd + s.d. b

SC 10
PR1 10
PR2 10
SP1 10
SP2 10

h h h h
2 0,533+0,07 0,149 1 0,000+0,00 0,000 2 0,356+0,02 0,062 2 0,556 +0,00 0,085 0,867 +0,00 0,065
2 0,200+ 0,02 0,056 1 0,000+0,00 0,000 2 0533+0,00 0,093 3 0,711+0,00 0,137 0,933+0,00 0,073
2 0,533+0,01 0,149 2 0,200+0,02 0,031 2 0,200£0,02 0,035 4 0,644 +0,02 0,116 0,889+0,00 0,076
2 0,200 £0,02 0,056 3 0511+£0,02 0,085 2 0,356+0,02 0,062 3 0,511+0,02 0,085 0,933+0,00 0,075
3 0,511+£0,03 0,156 1 0,000+0,00 0,000 3 0622+£0,01 0,247 2 0,356 +£0,02 0,055 0,778+0,01 0,104
SP3 10 2 0,200+0,02 0,112 1 0,000+£0,00 0,000 3 0622+£001 0,123 2 0,200+0,02 0,031 0,756 £0,01 0,059
SP4 10 2 0,200+0,02 0,056 2 0356+0,02 0,109 2 0,200+£0,02 0,035 2 0,200+0,02 0,031 0,667 +0,02 0,059
SP5 10 5 0,756 +0,01 0,498 3 0622+0,01 0,109 4 0644+002 0,239 2 0,356 +£0,02 0,109 10 1,000+0,00 0,205
RJ 10 3 0,511+0,03 0,230 2 0,200+0,02 0,031 6 0889+0,00 0,320 3 0,689+0,01 0,212 8 0,956+0,00 0,190
4 3 3 5
4 3 6 4
4 3 6 4
2 2 3 3
2 3 2 3
6 5 8
4 9
3 2

g1 o1 O N O N o T

ES 9 0,750+ 0,00 0,154 0,750+ 0,00 0,260 0,806 + 0,01 0,256 9 1,000+£000 0,293
BA1l 10 0,689+0,01 0,126 0,889 +0,00 0,285 0,822 + 0,00 0,608 9 0978+0,00 0,336
BA2 10 0,733+ 0,00 0,144 0,889+ 0,00 0,285 0,800 = 0,00 0,273 10 1,000+0,00 0,266
BA3 3 0,667 +0,09 0,103 1,000+0,07 0,231 1000 + 0,07 0,307 3 1,000+0,07 0,239
AL 4 0,500 * 0,07 0,280 0,833+0,04 0,154 0,500 0,07 0,174 0,833 £ 0,04 0,486 4 1000£003 0,276
Sul 80 0,410+0,00 0,168** 0,232+0,00 0,044* 0,461+0,00 0,118 10 0503+0,00 0,097** 34 0,896+0,00 0,098*
Cen 42 10 0,732+0,00 0,455** 0,621 +0,00 0,113* 0,868 0,00 0,283* 16 0928+0,00 0,567** 38 0,995+0,00 0,344*
Nor 4 2 0,500 0,07 0,280 0,833+0,04 0,154 0,500+0,07 0,174 3 0,833+0,04 0,486 4 1000+003 0,276

0,778 £ 0,01 0,669
0,644 + 0,02 0,305
0,778 £ 0,01 0,442
0,667 + 0,09 0,373

Total 126 14 0,720+ 2,33 0,469 10 0,641+003 0,150 14 0,758+0,02 0,321 28 0,793+0,01 0,489 76 0,958+0,02 0,344

Sul, Cen e Nor = clusters identificados pela analise BAPS e SAMOVA. Valores de Mann-Whitney: 16S: U '= 36,0; cytb: U '=40,0; COI-5"; U' = 34,5; COI-3 ": U' = 38,0; dados
concatenados: U '= 39,0. * p <0,05; ** p <0,001
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6.3.1 Estrutura populacional e padrdes de diferenciacio

A rede de relacionamento de haplotipos para as sequéncias concatenadas revelou
divisbes importantes entre trés grupos de amostras (Figura 6.1-B): (a) um grupo que inclui um
conjunto de amostras da distribuicdo sul (SC para SP5), incluindo abelhas com coloragéo
tegumentar violeta; (b) um segundo grupo, compreendendo amostras da distribuicdo centro-
norte (de RJ a BA3) com coloracdo verde; (c) e um terceiro conjunto de haplotipos também
de abelhas verdes coletadas em AL (Figura 6.1-B), extremo norte da distribuicdo de E.
iopoecila. Estes trés haplogrupos (SC para SP5; RJ para BA3; e AL) séo a seguir
denominados clusters ou clados sul, centro e norte, de acordo com sua distribuicdo geogréafica
e os grupos identificados pela analise BAPS (Figura 6.1-C).

Duas diferencas marcantes podem ser observadas na rede de hapl6tipos para os clados
sul e central. O primeiro haplogrupo possui uma configuragdo de estrela, em que o haplétipo
mais frequente (H6) é centralizado com varios hapldtipos que derivam dele por um passo
mutacional (Figura 6.1-B), sugerindo que H6 é o haplétipo ancestral desse haplogrupo. Por
outro lado, as ligacbes entre os hapl6tipos no cluster central foram mais complexas. Varios
hapl6tipos estdo separados por dois ou mais passos mutacionais, ligados em multiplos pontos
por vérios vetores médios, um padrdo que sugere hapldtipos “antigos” derivando em um
cenario de estabilidade populacional ao longo do tempo (Figura 6.1-B).

Do mesmo modo, o compartilhamento de haplo6tipos entre os sitios amostrais revelou
padrdes diferentes para os clusters do sul e central. Por exemplo, hapl6tipos no grupo sul (H1,
H2, H6, H10, H12 e H22) tendem a ser comuns a dois ou mais locais, enquanto nenhum
haplotipo compartilhado foi observado no cluster central (Figura 6.1-A). Vale ressaltar que no
cluster sul, o haplétipo H6 € comum a todos os sitios, em contraste ao padrdo encontrado para
o cluster central.

SAMOVA também revelou um padrdo de estrutura genética com trés grupos distintos
(Oct = 0,62606, p <0,001), semelhante ao padréo encontrado para redes de haplotipos. Este
foi também o caso da AMOVA hierarquica (melhor AMOVA, Tabela 6.3), na qual o valor
®ct mais alto foi obtido quando as amostras foram agrupadas como indicado pela SAMOVA
e o proximo valor mais alto foi obtido quando a amostra AL (cluster Norte) foi incluido no
cluster Central. A AMOVA também revelou uma importante propor¢do da variacdo global
(30,14%) dentro das amostras (ex. PR1, PR2...) e uma variacdo de 7,25% entre os sitios
dentro dos clusters (Tabela 6.3), o que salienta a grande diferenciacdo entre clusters no

contexto geral. No entanto, apesar deste baixo valor (7,25%) para a variagdo entre as amostras
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(ou sitios) dentro dos clusters, note que valores de ®sr significativos (®sr = 0,69596, p
<0,001) foram observados entre populacOes, por vezes ainda maior do que o valor entre
clusters (Oct; Tabela 6.3).

Além disso, as comparaces Fsr em pares revelaram valores significativos para a
maioria dos pares analisados, ou seja, dos 91 pares comparados, apenas 17 apresentaram
valores Fst ndo significativos (veja em Apéndices). Visivelmente, desses 17 pares, 14
pertenciam ao cluster sul e isso se aplica a todas as amostras desse cluster. Também foi
encontrada uma correlacdo positiva significativa entre a distancia geografica (km) e a
estrutura genética ao longo da distribuicdo de E. iopoecila (r> 0,69, p <0,05), indicando um
efeito de isolamento por distancia entre as populacgdes (veja em Apéndices).

Tabela 6.3 Andlise da variancia molecular (AMOVA) para 2234 pb de 126 individuos de
Euglossa iopoecila amostrados ao longo de 14 sitios no dominio da Mata Atlantica. As
divisdes hierarquicas seguem os trés grupos (clusters) identificados pela analise SAMOVA e
BAPS.

Fonte 96 a.l Soma dos Compo_nen~tes % de variagdo  Estatisticas ®
variacdo quadrados de variagédo

Dcr =
Entre clusters 2 226,792 3,56421 Va 62,61 0,62606*
Entre sitios s =

ST —

dentro de 11 61,272 0,41274 Vb 7,25 0,69856*
cluster
Dentro de Ogc =
sitios 112 192,206 1,71612 Vc 30,14 0,19388*
Total 125 480,27 5,69307
*p < 0,001

A andlise do programa BAPS também corroborou a distribuicdo em trés clusters na
analise de agrupamento de locos-ligados. Semelhante a rede de haplétipos e SAMOVA, o
BAPS agrupou as amostras nos mesmos trés grupos: cluster Sul (SC, PR1, PR2, SP1, SP2,
SP3, SP4 e SP5), cluster Central (RJ, ES, BAL, BA2, BA3) e cluster do Norte (AL somente)
(Fig. 6.1-C). Assim, os limites dos principais clusters estdo entre os sitios SP5 e RJ,
acrescentando peso a ideia de descontinuidade filogeografica entre clusters do Sul e Central.

6.3.2 Analises demograficas

As analises demograficas revelaram sinais de crescimento populacional recente em
amostras do cluster Sul da MA. Enquanto as analises mismatch para cluster Sul indicaram um
padrdo unimodal, as sequéncias dos clusters Central e Norte apresentaram padrbes
multimodais, sugerindo expanséo e estabilidade populacionais, respectivamente (Figura 6.2).

O mesmo padrédo foi observado quando cada amostra foi analisada individualmente (dados
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ndo apresentados) reforcando a ideia de crescimento populacional recente em amostras do

cluster Sul.
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Figura 6.2 DistribuicGes das diferencas entre pares de sequéncias observadas (linha pontilhada) contra um padréo
esperado em um modelo de tamanho populacional constante (linha sélida) baseados em 2234 pb do DNAmt de
Euglossa iopoecila amostrada ao longa da Mata Atlantica. A) cluster Sul; B) cluster Central; C) cluster Norte.
As diferengas em pares de sequéncias (eixo X) sdo mostradas contra a frequéncia das respectivas diferencas
(eixo Y). Padrdes ndo modais correspondem ao crescimento rapido da populagdo, enquanto os padrdes
multimodais correspondem a tamanhos de populagdo constantes. (Retirado de Frantine-Silva et al. Conserv
Genet (2017) 18: 539 https://doi.org/10.1007/s10592-016-0905-7)

Esses resultados foram confirmados estaticamente pelos testes de neutralidade, D de
Tajima, Fs de Fu e R,, apresentando sinais significativos de expansdo populacional tanto para
o cluster Sul como um todo, quanto para amostras testadas individualmente (Tabela 6.4). Do
mesmo modo, 0 EBSP mostrou uma expansao demogréafica para o cluster Sul na regido sul da
MA, apontando um aumento do tamanho efetivo populacional em torno de 20 Ka a. p., apés o

pico do ultimo maximo glacial (Figura 6.3).
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Figura 6.3 Estimativas do Extended Bayesian Skyline Plot (EBSP) para os diferentes clusters genéticos de
Euglossa iopoecila: A) cluster Sul; B) cluster Central; C) cluster Norte; A linha tracejada mostra a estimativa
mediana do EBSP e as linhas sélidas superior e inferior correspondem aos limites de densidade a posteriori
dentro de um intervalo de confianga de 95%. O eixo X representa o tempo em milhdes de anos (Ma a. p.) e 0
eixo Y o logaritmo natural do tamanho efetivo da populacdo estimado (Ne) por geracdo. (Retirado de Frantine-
Silva et al. Conserv  Genet (2017) 18: 539  https://doi.org/10.1007/s10592-016-0905-7)
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Tabela 6.4 Parametros demograficos e testes de neutralidade para mudangas no tamanho da populacéo: teste de D de Tajima, Fs e R, com base
em quatro conjuntos de dados de sequéncias de DNAmt de 14 localidades de Euglossa iopoecila na Mata Atlantica Brasileira.

Sitios n 16S cytb COl-5’ COI-3’ DNAmt
D Fs R, D Fs R, D Fs R» D Fs R, D Fs R,
SC 10 13 1,03 0,27 1,46 11 0,28 0,00 0,00 0,00 0,01 0,42 0,18 1,30 —-2,74* 0,24
PR1 10 -111 -0,34 0,30 0,83 0,25 0,22 0,00 0,00 0,00 1,30 1,03 0,27 0,57 —3,99* 0,19
PR2 10 1,30 1,03 027 -1,03 -1,47 0,15~ -111 0,34 030 -111 0,34 0,30 -0,84 -2,29% 0,13
SP1 10 -111 -034 030 0,69 -0,59 017 -069 -059 0,17 0,01 0,42 0,18 -0,89 -3,89*  0,12*
SP2 10 -069 -059 0,17 0,01 0,42 0,18 0,00 0,00 0,00 0,02 1,19 0,18 0,24 -1,43 0,16
SP3 10 -14 0,59 030 -111 -0,34 0,30 0,00 0,00 000 002 -016 0,18 1,04 -1,59 0,15
SP4 10 -111 -0,34 030 -111 -0,34 0,30 0,02 1,52 018 -111 -0,34 0,3 -1,04 -1,59 0,11*
SP5 10 002 -087 0,16 0,02 1,52 0,18 0,02 -0,16 018 -0,10 -021 0,17 -0,02 —6,29* 0,16
RJ 10 0,53 0,11 0,21 1,08 1,13 023 -111 -034 030 017 205 0,17 0,41 -2,45 0,09
ES 09 1,26 0,78 0,24 0,40 -1,26 0,17 1,23 0,35 025 1,37 1,15 0,25 0,91 —-3,98 0,20
BAl 10 0410 -0,70 0,18 1,72 2,29 0,25 0,53 0,11 021 063 23 021 1,16 -2,36 0,22
BA2 10 1,76 0,08 0,26 0,99 0,33 0,22 1,03 0,35 023 063 -236 021 1,32 -5,23 0,23
BA3 03 0,00 1,06 0,47 0,00 -0,69 0,27 0,00 0,20 047 000 -122 0,24 0,00 0,46 0,12
AL 04 -071 1,10 0,43 -0,31 0,81 028 -07. -089 025 -071 1,10 0,43* -0,58 -0,25 0,30
Clusterl 80 -1,18 -2,18 00 -182 7,19~ 0,03* -1,33 -325* 0,04 -0,72 -39 0,07 -1,73 -27,15*  0,04*
Cluster2 42 044 325 0,13 0,42 —4,43* 0,13 0,12 -005 013 101 -228 0,16 0,61 -24,95* 0,13
Cluster3 04 -0,71 1,10 043 031 0,81 028 -071. -089 025 -0,71 1,10 0,43 -0,58 -0,25 0,30

Clusters 1, 2 e 3(Sul, Central e Norte, respectivamente) = grupos identificados pela analise do BAPS e SAMOVA. *p < 0,05
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6.3.3 Modelagem de nichos ecoldgicos e paleodistribuicao

Os modelos de nicho ecologico (ENMs) foram bastante precisos, conforme indicado
pela alta proporgdo de areas sob a curva (AUC) em todos os modelos (treinamento AUC >
0,993 + 0,003, teste AUC > 0,994 + 0,001). Como dito anteriormente, os modelos sdo
apresentados para quatro cenarios diferentes: “atual” (média 1950-2000), médio Holoceno
(MID; 6 Ka a. p.), tltimo maximo glacial (LGM, 21 Ka a. p.) e ultimo periodo interglacial
(LIG; 130 Ka a. p.; Figura 6.4).

A distribuicdo prevista do ENM para o tempo “atual” considerando os dados de
ocorréncia de E. iopoecila (Figura 6.4-A) quase se sobrepde completamente a distribuicdo
conhecida desta espécie. Apenas algumas areas mais ao sul do limite de distribuicdo
conhecida para E. iopoecila foram apontados como adequaveis de acordo com o modelo. O
ENM “atual” ainda revela duas outras caracteristicas interessantes: (a) uma diminui¢do da
adequabilidade ambiental para E. iopoecila de acordo com as duas principais
descontinuidades filogeograficas observadas entre os clusters Sul e Central, bem como os
clusters Central e Norte; (b) a populacdo do cluster Norte €é disjunta, com baixa
adequabilidade em regides de conex@o com o cluster Central.

Nosso ENM para o Holoceno médio (MID, 6 Ka a. p.; Figura 6.4-C) mostra um
cenario mais conectado do que o atual, com mais areas de conexao entre os trés clusters, o0s
quais foram drasticamente reduzidos no ENM do Gltimo maximo glacial (LGM, 21 Ka a. p.;
Figura 6.4-D). Durante 0 LGM, a distribuicdo de E. iopoecila parece restrita a trés regides,
enquanto observa-se maior probabilidade de ocorréncia nas areas preditas como reflgios da
Bahia e Pernambuco (sensu CARNAVAL; MORITZ, 2008). Finalmente, o paleomodelo para
o0 Ultimo maximo interglacial (LIG, 130 Ka a. p., Figura 6.4-E) mostra um ENM semelhante
ao modelo “atual”, apenas as areas centrais da MA aparecem menos adequadas do que no
ENM atual, com os clusters central e norte localizados mais ao norte e maior concentracéo de

areas adequadas no reflgio de Pernambuco.
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Figura 6.4 Modelagem de distribuicdo de espécies de Euglossa iopoecila nos dltimos 130 mil anos. A) Mapa
com 45 locais de ocorréncia (quadrados pretos) usados como entrada no MaxEnt. B) Modelo de nicho ecolégico
(ENM) de Euglossa iopoecila para o tempo “atual”’; C) médio Holoceno (MID; 6 mil a.a.p); D) ultimo maximo
glacial (LGM; 21 Ka a. p.); E) ultimo periodo interglacial (LIG; 130 mil Ka a. p.). As cores mais quentes
indicam maior adequagdo para a ocorréncia das espécies, conforme indicado na legenda. (Retirado de Frantine-
Silva et al. Conserv Genet (2017) 18: 539 https://doi.org/10.1007/s10592-016-0905-7)

6.4 DiscussAo

Os resultados até aqui apresentados para os dados de E. iopoecila sustentam a hipotese
de que as mudangas climaticas do Pleistoceno desempenharam um importante papel na
formagéo da atual estrutura genetica desta abelha das orquideas. Tanto as redes de haplotipos,
guanto as analises de SAMOVA e BAPS foram muito congruentes ao apontar trés clusters em
toda a costa leste da Mata Atlantica brasileira, os quais tém alta concordancia geografica com
uma série de estudos que relatam padrbes similares de estrutura filogeografica ao longo da
MA. Por exemplo, varios grupos de animais, incluindo invertebrados (Batalha-Filho et al.
2010; Cardoso et al., 2015), vertebrados (Amaral et al., 2013; Cabanne et al., 2014) e plantas
(Ribeiro et al., 2011), mostram distribuicdo de agrupamento genético similar, nas regides sul
ou central da MA. Além disso, os dois principais clusters (Sul e Central) sdo consistentes com
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a distribuicdo geogréfica dos fenotipos de cor de E. iopoecila, azul no Sul e verde nas regides
Centro-Norte da MA, indicando uma possivel relacdo entre a variagdo genética e fenotipica.

A ideia de mudangas climaticas afetando a diversidade dos organismos em florestas
tropicais ndo € nova (hipotese de Refugios Florestais — HRF; HAFFER, 1969) e, ha anos, tem
sido vista como um fator determinante na diversificacdo atual da floresta tropical (Carnaval e
Moritz 2008; Batalha-Filho e Miyaki 2011). Entre vérias outras teorias propostas para
explicar a diversificacdo da MA, o modelo de estabilidade-extin¢ao (daqui em diante modelo
CM), proposto por Carnaval e Moritz (2008) e Carnaval et al. (2009), atraiu muito apoio.
Segundo o modelo CM, enquanto as areas localizadas na parte mais austral da MA
experimentaram contracdo no LGM (21 Ka a. p.), seguido de expansao durante o Holoceno (~
6 Ka a. p.), as areas do norte da MA constituiram reflgios estaveis, grandes ilhas de floresta
umidas ao longo do tempo (Carnaval e Moritz 2008). Deste modo, 0 modelo CM prediz (a)
ENMSs especificos de espécies que predizem refugios ao norte da Mata Atlantica no LGM,
seguido de expansdo distribucional no Holoceno; (b) flutuacbes demograficas ao longo do
tempo em que as por¢des ao sul tendem a ser menos estaveis que os reflgios ao norte; (c)
sinais de expansdo populacional ap6s o LGM nas populacdes do sul; (d) maior diversidade
genética em reflgios LGM; (e) evidéncias de contatos secundarios com base na distribuicéo
parapétrica.

Embora diversos estudos tenham gerado dados genéticos que apoiam o modelo de CM
(Carnaval et al. 2009; Batalha-Filho et al. 2010; Raposo Do Amaral et al. 2013), dados
divergentes também foram relatados (Cabanne et al. 2007; Thomeé et al. 2010). Assim,
explicagbes que apresentam alternativas ao modelo CM foram propostas de forma
concomitante (Thomé et al. 2010; Cardoso et al. 2015; Leite et al. 2016). Em particular, um
modelo proposto por Leite et al. (2016) que prevé a expansdo da MA no pico do LGM ao
contréario do modelo CM, foi apontada como alternativa ao modelo CM, e consequentemente,
a hipdtese dos refugios florestais (HRF, sensu Haffer, 1969).

Com base nos ENM de pequenos marsupiais, alteracbes do nivel do mar no
Quaternério e as simulacfes de modelos coalescentes para 0 DNAmt, a hipdtese da expansao
da Mata Atlantica (AFH) sugere que o dominio da Mata Atlantica experimentou um periodo
de expansdo no LGM, em vez de retracdo ou fragmentacdo (para detalhes, veja Leite et al.,
2016). Assim, as espeécies e populacdes influenciadas pela AFH devem apresentar distribuicédo
expandida em ENMs no LGM, bem como picos de crescimento populacional em torno de 21
Kaa. p.
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Baseando-se nessas duas hipoteses, foram construidos modelos de nicho ecoldgicos
que indicassem a possivel distribuicdo geogréafica de E. iopoecila, bem como a flutuacdo do
tamanho efetivo de suas populagdes ao longo dos ultimos 130 mil anos, utilizando 0o ENM e o
EBSP, respectivamente. Os resultados obtidos a partir destas duas analises satisfazem varias
previsdes do modelo CM. A modelagem da distribuicdo de espécies mostra que as populagdes
do sul da distribuicdo de E. iopoecila passaram por VArios processos de extingdo e
recolonizacdo. Ao mesmo tempo, esta analise mostra areas de estabilidade ao longo dos
ultimos 130 mil de anos, congruentes com os reflgios da Bahia e Pernambuco previstos por
Carnaval e Moritz (2008). Além disso, 0 ENM para o Holoceno médio (6 Ka a. p.) sugere
uma expanséo da distribuigédo de E. iopoecila ainda maior que a do ENM para o tempo atual.
Finalmente, 0 modelo LIG (130 kpb) é bastante semelhante ao ENM atual, o que pode indicar
um processo relativamente ciclico.

Do mesmo modo, as analises demograficas dos clados Sul e Central-Norte suportam
integralmente 0 modelo CM. Enquanto as redes de hapl6tipos e testes de neutralidade
apontam que o cluster Sul passou por uma recente expansao populacional, os resultados do
EBSP ndo apenas confirmam, mas também datam o inicio da expansdo apés o LGM (21 Ka a.
p.). Congruentemente, as mesmas analises mostraram evidéncias de estabilidade nas
populacbes dos clusters Central e Norte. Ainda em suporte a0 modelo CM, os indices de
diversidade genética (m), ndo s6 sdo maiores nas zonas de reflgio, mas também sdo
estatisticamente significativos em relacdo aos indices encontrados nas populacbes do sul,
mesmo quando 0s genes mitocondriais foram analisados individualmente, o que indica que
algum evento interferiu na diversidade genética destas ultimas populagdes. Por fim, o modelo
CM ainda encontra suporte por evidéncias genéticas e morfologicas de uma zona hibrida entre
0s grupos sul (SP5) e central (RJ), sugerindo contato secundario com base na distribuicdo
parapatrica.

Embora essa hipotese ndo possa ser diretamente testada com estes dados, o modelo de
distribuicdo para 0 LGM sugere duas areas estaveis nas quais populacdes ancestrais de E.
iopoecila no cluster Sul poderiam ter permanecido abrigadas. Areas no interior do continente
aparecem com consideravel adequabilidade entre 21 e 6 Ka a. p. nos modelos de E. iopoecila.
Contudo, uma segunda com relativa adequabilidade, mais proxima da porcao central da MA,
parece ser um candidato a area ancestral igualmente bom. Neste tocante, vale ressaltar que até
agora, E. iopoecila foi registrada apenas em regides costeiras (floresta ombroéfila densa).
Assim, € mais plausivel que as populacbes ancestrais de E. iopoecila do Sul tenham

permanecido nas areas mais ao norte, ao invés das regides mais interioranas da floresta. A



240

hipotese de recente extincao e recolonizacdo local para as popula¢es do Sul é suportada tanto
pelos ENM quanto por sinais de crescimento populacional encontrados no presente estudo,
bem como a baixa estrutura de DNAnu encontrada por Penha et al. (2015). Outro ponto
importante que se enquadra na recente colonizacdo do Sul para E. iopoecila na MA é a falta
de estruturas internas nesta regido, bem como entre ilhas e continentes para as populac¢des do
sul. Caso as populagdes tivessem permanecido no Sul em todo o LGM, esperar-se-ia que as
populacgdes insulares tivessem gradualmente acumulado diferencas nas frequéncias alélicas,
mesmo que apenas por deriva. No entanto, com poucas excegdes, comparagdes entre
populacbes continentais e insulares de abelhas das orquideas no sul da MA revelam apenas
niveis baixos de estrutura genética (Fst < 0,05) no DNAnu (Rocha Filho et al. 2013; Boff et
al. 2014; Penha et al. 2015) e principalmente no DNAmt (Penha et al. 2015).

Com base em todos esses dados, acreditamos que a diferenciacdo observada nas trés
linhagens genéticas de E. iopoecila é o resultado de desconexdes passadas e multiplos eventos
de extincdo/recolonizacdo ao longo de diferentes regides da MA devido a flutuagdes
climaticas do Pleistoceno (sensu Carnaval e Moritz, 2008). Recentemente, Lopez-Uribe et al.
(2014) apontaram as instabilidades climaticas do Quaternario como um importante
mecanismo que impulsionou a diversificacdo de linhagens mitocondriais de abelhas das
orquideas. Os resultados aqui apresentados apontam para a mesma conclusdo, dada a
importante quebra filogeografica observada para E. iopoecila.

Contudo, deve-se ter em mente que as andlises neste estudo sdo baseadas
exclusivamente em dados de DNAmt, e devem ser avaliados com cautela. Por outro lado,
dados de DNAmt fazem sentido, tanto espacial quanto taxonomicamente na maioria dos casos
estudados e, portanto, os padrdoes de diferenciagdo de DNAmMt bem suportados
geograficamente devem ser suficientes para fornecer uma forte inferéncia da histdria
evolutiva dos taxons (Zink e Barrowclough 2008; Avise 2009). Além disso, como observado
por Avise (2009), o DNAmt sozinho pode fornecer insights bioldgicos fundamentais, pois
reflete a demografia matrilinear, bem como a estrutura geografica e suas influéncias sobre a
aspectos reprodutivos. Isto é particularmente verdadeiro para as abelhas das orquideas, nas
quais as fémeas parecem exibir um forte comportamento filopatrico (Augusto e Garéfalo
2004), enquanto os machos viajam em grandes distancias (Pokorny et al. 2015) e podem se
acasalar praticamente ao acaso com fémeas de diferentes locais. Varios estudos realizados no
DNAnNnu de diferentes espécies de abelhas das orquideas corroboraram esta afirmacéo,
relatando niveis relativamente baixos de estrutura genética (Freiria et al. 2012; Rocha Filho et
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al. 2013; Lopez-Uribe et al. 2014; Penha et al. 2015), enquanto os estudos de DNAmt
revelaram estrutura genética profunda (Lopez-Uribe et al. 2014; Penha et al. 2015).

O presente estudo contribui com dois aspectos relevantes para essa questdo especifica.
Primeiro, os dados de E. iopoecila indicam uma correlacdo forte e significativa entre as
distancias geogréaficas e genéticas (Fst par-a-par), 0 que € consistente com o comportamento
filopétrico das fémeas (Augusto e Garofalo 2004). Em segundo lugar, os resultados dos
modelos de nicho ecoldgico para o Holoceno médio mostram uma ampla conectividade para
populacdes de E. iopoecila ao longo da costa da MA em um passado recente (6 Ka a. p.). Este
cenario facilitaria a dispersdao dos machos e, portanto, niveis mais altos de fluxo génico de
DNAnu, resultando na atual falta de estrutura genética neste genoma entre os diferentes
clusters, como descrito por Penha et al. (2015). Por outro lado, embora esses autores ndo
tenham encontrado niveis elevados de estrutura de DNAnu (Fst < 0,05) em E. iopoecila,
deve-se enfatizar que as amostras analisadas pertenciam, em sua maioria, a um unico cluster,
com apenas uma localidade aqui identificada como pertencente ao cluster Central, exatamente
na zona de contato entre os clusters adjacentes. Além disso, Penha et al. (2015) observaram
uma correlacdo significativa entre distancias genéticas e geograficas para ambos 0s tipos de
marcadores moleculares (DNAmt e DNANu) pesquisados em seu estudo. Assim, a falta de
estrutura de DNANnu em E. iopoecila em toda a sua distribui¢cdo ndo pode ser assumida sem a
confirmacéo por estudos mais detalhados nesta area.

Outro ponto interessante é que a estrutura aqui encontrada para 0 DNAmt é altamente
congruente com a variacdo dos fenotipos de coloracdo tegumentar apresentadas por E.
iopoecila em toda a sua distribuicdo geogréfica, azul na regido do cluster Sul e verde nas
regides dos clusters Central e Norte. Como ja foi documentado por Faria e Melo (2007),
outras espécies de Euglossa além de E. iopoecila, como E. stellfeldi e E. townsendi,
apresentam variacgéo latitudinal em sua coloracdo de tegumento ao longo da regido costeira da
MA. Tal como acontece em E. iopoecila, os individuos azuis dessas duas espécies ocorrem na
mesma regido (sul MA), onde as populacdes de E. iopoecila apresentam tegumento violeta
azulado (Ferrari e Melo 2014). Sugeriu-se que essa tendéncia a ter um intenso integumento
azul em direcdo as regides mais a sul da MA poderia estar associada a pressdo seletiva
favorecendo fendtipos de cor azul em abelhas do género Euglossa que ocorrem nesta regido
(Faria Jr e Melo, 2007; Ferrari e Melo, 2014). Embora esta hipotese seja plausivel e encontre
apoio na literatura recente (Cabanne et al. 2014), nossos dados genéticos e resultados ENM
também apoiam fortemente a ideia de que os eventos vicariantes poderiam ter desempenhado

um papel importante nas diferencas fenotipicas agora exibidas por E. iopoecila em sua
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distribuicdo no dominio de Mata Atlantica. De acordo com estes achados, é perfeitamente
possivel que os eventos vicariantes que ocorreram entre 130 mil e 21 Ka a. p. afetaram a
selecdo divergente em populacdes desconectadas de E. iopoecila.

Embora seja ainda tentador atribuir os atuais padrdes de cores de E. iopoecila (e seus
congéneres do Sul) a um processo de especiacdo incompleto, particularmente devido a forte
quebra filogeografica detectada entre os clados Sul e Central-Norte, essa ideia deve ser
considerada com cautela. O presente experimento ndo foi concebido para testar
especificamente as relacdes moleculares entre as cores tegumentares nestes euglossineos, ou
mesmo determinar 0os mecanismos moleculares pelos quais essas diferencas sdo expressas.
Mais do que isso, os resultados aqui apresentados sdo provenientes apenas da andlise de locos
mitocondriais, e mesmo que haja uma nitida congruéncia entre os padrdes espaciais
morfolégico e moleculares, é improvavel que a expressao da coloracdo tegumentar esteja
ligada a0 DNAmL.

Ainda que eventos vicariantes tenham sido amplamente reconhecidos como
importantes fatores geradores de diversidade genética e fenotipica no dominio de MA
(Carnaval et al. 2009; Batalha-Filho et al. 2009; Cabanne et al. 2014), achados divergentes
destes primeiros tém sido relatados em outros trabalhos (Cardoso et al. 2015). Vale ainda
ressaltar que, de acordo com Cabanne et al. (2014), a heterogeneidade da MA também pode
ter desempenhado um papel significativo na evolucdo das espécies ao longo deste bioma,
talvez por meio de selecdo divergente entre regides.

Assim, em termos gerais, 0s resultados aqui apresentados sugerem que a estrutura
genética observada para E. iopoecila tenha sido moldada por eventos vicariantes, o que levou
a divergéncia genética encontrada nos trés diferentes grupos dessas espécies de abelhas das
orquideas. No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que outros fatores, como
pressdes seletivas diferenciais, também tenham agido em conjunto com estes eventos para
moldar a diversidade genética e fenotipica apresentada pelas populacdes de E. iopoecila na
MA. Além de elucidar a estrutura genética, a filogeografia e a demografia historica de E.
iopoecila em toda a MA, os resultados aqui apresentados representam uma nova e importante
contribuicdo & compreensdo dos padrBes filogeograficos de outras espécies de Euglossini,
também endémicas deste bioma.

Finalmente, para fins de conservacéo, considerando os resultados do presente estudo e
aqueles relatados por Penha et al. (2015), ressalta-se o efeito significativo do comportamento
filopétrico das fémeas sobre a distribuicdo da diversidade genética nas populacdes de E.

iopoecila. Apesar do importante papel dos machos na manutencdo do fluxo génico nuclear em
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longas distancias (Lopez-Uribe et al. 2014; Penha et al., 2015), 0 mesmo ndo acontece com 0
genoma mitocondrial, provavelmente devido a filopatria das fémeas. Neste contexto, é
importante ressaltar a necessidade de maximizar a retencdo de diversidade genética nas
populacdes (Frankham 2010). Deste modo, visando otimizar as medidas de conservacao para
as populacGes de E. iopoecila ao longo do ameacado dominio de Mata Atlantica, propde-se
que quatro principais fatores sejam levados em considerag¢do. Primeiro, 0s maiores niveis de
diversidade genética encontrados nas populacGes desta espécie no Corredor de Biodiversidade
Central da MA (cluster Central). Em segundo lugar, a estabilidade climatica histérica no
"refugio da Bahia" (sensu Carnaval e Moritz, 2008) sobre o cluster central. Em terceiro, o
padrdo de isolamento por distancia como importante fator na estruturagdo da diversidade
genética de E. iopoecila. Finalmente, o pobre estado de conservacdo da Mata Atlantica
brasileira. Com base em todos esses fatores, recomenda-se como orientagao prioritaria que 0s
esforcos de conservacdo de E. iopoecila devem ser focados em medidas para melhorar a
conectividade em areas geograficas mais amplas e, em particular, aumentar as conexdes entre

os trés corredores da Biodiversidade da Mata Atlantica (CBSM, Corredor Central e Nordeste).
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos no presente estudo apontam para um papel central das variagdes
climaticas do Pleistoceno sobre os padrdes de estruturacdo genética das espécies de abelhas da
tribo Euglossini na Mata Atlantica. Embora as espécies da América Central e Amazonia
parecam ter reagido de maneira distinta a esses ciclos glaciais, ao menos uma espécie do
grupo crassipunctata aponta para o possivel efeito das glaciaces sobre a diversificacdo de
clados atlanticos em relacdo aos amazoénicos.

Padr@es de distribuicdo latitudinal e longitudinal parecem ter sido afetados de maneira
distinta por esses eventos climéticos. Espécies como Euglossa iopoecila e Euglossa clausi,
associadas a Floresta Ombrofila Densa demonstram caracteristicas mais alinhadas as
expectativas dos modelos climaticos descritos para a Mata Atlantica, como o modelo de
Carnaval e Moritz (2008). Por outro lado, espécies com distribuicdo longitudinal, e portato,
mais fortemente associadas a Floresta Estacional Semidecidual, como no caso e Euglossa
annectans, parecem tender a refugios em direcdo ao interior e ndo estritamente a regido norte.
Adicionalmente, modelos de distribuicdo paleoclimaticos, demonstram areas estaveis para
euglossineos na porcdo sul da Mata Atlantica, corroborando a ideia de processos
idiossincréaticos na diversificagdo de organismos e grupos na MA.

Do ponto de vista evolutivo, as analises do grupo crassipunctata apontam para uma
complexa combinacdo de eventos geoldgicos e climaticos moldando a diversidade biolégica
de abelhas das orquideas. Com base nos dados obtidos para este grupo de espécie, a elevagédo
dos Andes aparece como principal fator na diversificacdo das espécies amazonicas em relacédo
as da América Central, enquanto as variagdes climaticas do Pleistoceno comecam a
influenciar mais incisivamente na diversificacdo dos clados atlanticos em relagdo aos
amazonicos. A combinacgdo das relagdes filogenéticas entre as populacdes de E. clausi aliado
as zonas de estabilidade climéticas e dados da literatura, indicam que um corredor mais
recente formado entre a por¢do média da Mata Atlantica e Amazodnia ao longo do Pleistoceno
foi o caminho mais provavel de colonizacdo para o ancestral de E. clausi atingir o dominio de
Mata Atlantica.

Deste modo, a combinacdo destas diferentes andlises indica que a histéria evolutiva
das abelhas das orquideas nas Américas, mais especificamente na Mata Atlantica, é fruto da
combinacdo destes fatores geoldgicos e climaticos, e portanto, os modelos observados no
presente estudo devem ser confrontados com informagdes provenientes de outras espécies de

Euglossini  para confirmar estes padrbes para as abelhas das orquideas.
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Apéndice B - Fundamentacdo Tedrica: Trabalhos relacionados a genética de populacdes realizados com abelhas das orquideas, marcadores

empregados, area do conhecimento e principais conclusdes.

Titulo Autores Ano Jornal Localidade Marcadores A_rea Principais conclusdes
relacionada
Long-distance gene flow and cross-Andean -
dispersal of lowland rainforest bees (Apidae: Dick et al 2004 Molecular CAngrr;fz col Eilogeoarafia Amplo fluxo génico na
Euglossini) revealed by comparative ‘ Ecology Andes geog regido dos Andes
mitochondrial DNA Phylogeography
. . - . s Alta diversidade genética
Ropulatlon genetics, d_|p|0|d males, gnd Roubik et 2004 Evolution Costa Rica isoenzimas GenetlcaNde pode ser fator inibidor da
limits to social evolution of euglossine bees  al. Populagdes -
eussocialidade
Genetic structure analysis of Eufriesea .
violacea (Hymenoptera, Apidae) populations Sofiaetal. 2005 G&ncflggzlaa?d Brasil: PR RAPD Genética de Auséncia de estruturagdo
from southern Brazilian Atlantic rainforest ' Biolo ’ Populagdes entre 0s pontos
remnants 9y
. . . . Molecular -
Microsatellite !OCI for euglossine bees Souza et 2007 Ecology Brasil microssatélites primer
(Hymenoptera: Apidae) al. description
Resources
Autores sugerem
Diploid Male Frequencies in Colombian Lopez- . . . . . Ocorrénciade  susceptibilidade dlfere,nplql
. . : 2007 Biotropica Colombia isoenzimas Machos para cada espécie a
Populations of Euglossine Bees Uribe et al. s N
Diploides producao de machos
diploides
An Olfactory Shift Is Associated with Male . - M_|crossatelltes apresgntgm
. . . Current Peninsula de . - Genética de diferencas nas frequéncias
Perfume Differentiation and Species Eltz et al. 2008 . microssatélites ~ o
; . . Biology Yucatan Populagdes alélicas entre machos com
Divergence in Orchid Bees . .
dois e trés dentes
Microsatellite loci for Euglossa annectans Molecular .
R . S Paxton et . . - primer
(Hymenoptera: Apidae) and their variability al 2009 Ecology Brasil, SC microssatélites description

in other orchid bees

Resources
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Mitochondrial DNA Diversity of Orchid Bee Suzuki et Biochemical Genética de
Euglossa fimbriata (Hymenoptera: Apidae) al 2010 Genetics Brasil; PR PCR-RFLP Populacdes
Populations Assessed by PCR-RFLP ' pulag
Conservation genetics of neotropical Ocorréncia de
pollinators revisited: microsatellite analysis ~ Souza et . Brasil and . - Machos diploides séo
suggests that diploid males are rare in orchid al. A0 = Colombia e Dl\i/la}%?c?:s extremamente raros
bees P
Genetic differentiation of urban populations A - Ausencia de; estruturagao,
~ Cerantula . . . . - Genética de machos diploides raros,
of Euglossa cordata from the state of S&o 2011 Apidologie Brasil; SP microssatélites ~
. etal. Populagdes alto Ne, dados corroboram
Paulo, Brazil - x
alta dispersao
Characterization of the orchid bee Euglossa Zoological
viridissima (Apidae: Euglossini) and a novel g Central COle Sem diferenciacéo entre
N . - Eltz et al. 2011 Journal of - . - taxonomy . .
cryptic sibling species, by morphological, . . America microssatélites ilhas e continente
. . Linean Society
chemical, and genetic characters
Estrutura genética entre
Population genetic structure of orchid bees . . Yucatan - grupos de populagdes
L . Zimerman Conservation - . - Genética de . N
(Euglossini) in anthropogenically altered 2011 . penilsule microssatélites ~ distantes, mas ndo entre
et al. Genetics . Populactes ~
landscapes and Florida populacdes do mesmo
grupo
. . . . . 4 a 9 alelos por loco; oito e
solation and cross-species characteriza- tion Conservation . . .
L . .. Lopez- ; Costa Rica, . : Descricdo de  nove locos funcionaram em
of polymorphic microsatellites for the orchid : 2011 Genetics microsatellites . .
X Uribe et al. La Selva Primers sete outras especies de
bee Eula- ema meriana Resources
Eulaema
Population genetics of orchid bees in a Suni: Brosi 2012 Conservgtlon CostaRica  microssatélites Genetlca~de
fragmented tropical landscape Genetics Populagdes
Population structure and genetic diversity of
E?—f %sz Eeerz Exfrildeggagtzo:zcszz?ni) from P 2012 Apidologie EeEls Er microssatélites ez gl R O 030 gorie
y ptera, Ap » EUY al. P 9 PR, SC, RS Populacdes entre os sitios

Atlantic Forest remnants in southern and
southeastern Brazil
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Genetic differentiation of the Euglossini .
. . Brasil; SP, (o x
(Hymenoptera, Apidae) populations on a Rocha- . . . - Genética de Sem estruturagdo entre
. . . - . 2013 Genetica Picinguabae  microssatélites ~ . .
mainland coastal plain and an island in Filho et al. llhabela Populagdes ilhas e continente
southeastern Brazil
Island isolation reduces genetic diversity and . L
L L . - Reducéo de diversidade
connectivity but does not significantly Conservation . . 1 Genética de g g
A L Boffetal. 2014 : Brasil; SP microssatélites ~ nas ilhas; baixo indice de
elevate diploid male production in a Genetics Populagdes machos diploides
neotropical orchid bee P
Spatio-temporal Genetic Structure of a _ o . . x
Tropical Bee Species Suggests High Sunietal. 2014 Biotropica Costa Rica; microssatélites GenetlcaNde Alto n_|vel de dispersdo
. Southern Populactes deve explicar os resultados
Dispersal Over a Fragmented Landscape
Modelagem de Nicho e
C_Ilmate,_physmloglcal tolera}nce and sex- Lopez- Molecular All M{DNA, CAD, _ _ rc_esultadqs genéticos
biased dispersal shape genetic structure of : 2014 . . 1 Filogeografia alinhados; Mudancas
. . Uribe et al. Ecology Americas microssatélites . 2
Neotropical orchid bees climaticas do Quaternario
moldaram a distribuicao
Pequena, porém
Mitochondrial DNA of Euglossa iopoecila significativa estruturagédo
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. : . . . 2015 Apidologie . 1 ~ x
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morfotipos de cor
Orchid bees: a new assessment on the rarity Ocorrénciade  Machos diploides sdo mais
of diploid males in populations of this group  Sofiaetal. 2015 Apidologie Brasil, AF microssatélites Machos ou menos frequentes a
of Neotropical pollinators Diploides depender de cada espécie
Functional connectivity and genetic diversity Brasil; BA,
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1 Apéndice C - Amplitude de variacdo para as 19 variaveis climaticas WorldClim em escala de
2 2.5 arcmin observadas pelo pacto “dismo” do software R.
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Apéndice D - Registros de espécies utilizados na producdo dos modelos de nicho ecoldgico para as espécies do grupo crassipunctata. Os taxons
seguem classificagdo sugerida por Nemésio e Engel (2012) de acordo com a regido geogréafica do registro original. Referéncias incluem literatura

e plataforma SpeciesLink e Catalogue of Life.

Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil PB REBIO Guaribas -6,739066 -35,171611  Este estudo
Euglossa clausi Euglo_ssa Brasil MT Mata do Buraquinho -7,137364 -34,856676  Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . x . .
Euglossa clausi crassipunctata Brasil PB Jodo Pessoa, Mata do Buraquinho -7,146366 -34,860276  SpeciesLink
. Euglossa . . . -
Euglossa clausi . Brasil PE Goiana, Mata de Bujary -7,598506 -35,000261  Nemésio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi Euglqssa Brasil PE IOl L SR e, C/aIe, [, Ul -7,611111 -34,969167  Catalogue of Life
crassipunctata IPA
Euglossa clausi ~ -1910ssa Brasil PE Igarassu, Mata do Engenho Piedade, Sdo -7,835556  -34,999444  Catalogue of Life
crassipunctata Jose
Euglossa clausi Euglqssa Brasil PE Celam ol Bt Agostlnr_}o, Rz GITEL -8,233056 -35,057778  Catalogue of Life
crassipunctata Compesa, Mata do Cuxio
Euglossaclausi ~ C19lossa Brasil PE Cabo do Santo Agostinho, Compesa, Mata 8289133  -35,038325  Catalogue of Life
crassipunctata Sé&o Braz
Euglossa clausi Euglqssa Brasil PE Cabo do Santo Agostinho, Compesa, Xang6 -8,289158 -35,03837  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa clausi Euglo_ssa Brasil PE Cabo do Santo Agostinho, Compesa, Mata -8,289167 -35,038333  Catalogue of Life
crassipunctata Pau Santo
Euglossa clausi Euglo_ssa Brasil PE Jaqueira, Usina Frei Caneca- Mata Quengo -8,726931 -35,7933 Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa clausi Euglqssa Brasil PE Jaqueira, Usina Frei Caneca- Mata -8,726944 -35,793333  Catalogue of Life
crassipunctata Fervedouro
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil ES Col6nia Leopoldina, Usina Serra Grande -8,995555556 -35,84055556 Este estudo
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil AL Penedo, Estacdo Ecoldgica de Murici -9,211694444 -35,87 Este estudo
- Euglossa : x 2 - .
Euglossa clausi Brasil AL Penedo, Estacdo Ecoldgica de Murici -10,337778 -36,500278  Catalogue of Life

crassipunctata
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Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglossa clausi ~ C19lossa Brasil SE Areia Branca, PARNA Serra de Itabaiana ~ -10,76160400 -37,3389060 Nemésio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi E;F?F:gis:‘s]a Brasil BA Conceigédo do Almeida -12,77940000 -39,1700000 Catalogue of Life
. Euglossa . - L
Euglossa clausi . Brasil BA Valenca, Cajaibas -13,44875800 -39,0978170 Nemesio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil BA Itabuna -14,78647000  -39,272770  SpeciesLink
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil BA Itabuna -14,78648000  -39,272780  SpeciesLink
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil BA Camacan, RPPN Serra Bonita -15,39172000  -39,565109  Este estudo
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil BA Porto Seguro, PARNA Monte Pascoal -16,88025000 -39,41338889 Este estudo
. Euglossa . . -
Euglossa clausi . Brasil BA Itamaraju -16,98939200 -39,570526  Nemesio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi ~ -1910ssa Brasil BA Iltamaraju, PARNA Descobrimento -17,11238100  -39,347471  Nemésio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil ES Conceicdo da Barra, FLONA do Rio Preto -18,34833333 -39,85191667 Este estudo
Euglossa clausi ~ C1glossa Brasil ES Conceicdo da Barra, Floresta Nacional do -18,422864  -39,830142  Nemésio 2009
crassipunctata Rio Preto
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil ES Linhares, REBIO Sooretama -19,04513889 -40,14738889 Este estudo
Euglossa clausi ~ -1910ssa Brasil ES Linhares -19,130898  -40,010228  Nemésio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi Euglo_ss_a Brasil ES Linhares -19,416 -40,066 SpeciesLink
sapphirina
. Euglossa . . N
Euglossa clausi o Brasil ES Linhares, Sooretama -19,41666 -40,06667 SpeciesLink
sapphirina
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil MG Marileia, Parque Estadual do Rio Doce -19,544362 -42,554889  SpeciesLink
. Euglossa . x . . . L.
Euglossa clausi . Brasil MG Séo Gongalo do Rio Abaixo, ESEC Peti -19,877131 -43,3716 Nemésio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi Sy Ges Brasil ES Vitoria, Morro do Moscoso -20,312503 -40,342422  Nemésio 2009

crassipunctata
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Euglossa clausi Euglo_ssa Brasil ES Presidente Kennedy -21,074322 -41,088836  Nemésio 2009
crassipunctata
. Euglossa . Santa Maria Madalena, Parque Estadual do i : L.
Euglossa clausi crassipunctata Brasil RJ Desengano 21,958452 41,957625  Nemésio 2009
Euglossa clausi Euglo_ss_a Brasil RJ Macaé, Corrego do Ouro -22,25 -41,78333  SpeciesLink
sapphirina
. Euglossa . _ . L.
Euglossa clausi crassipunctata Brasil RJ Casimiro de Abreu, REBIO Uniao -22,429482 -42,04976 Nemeésio 2009
. Euglossa - L L
Euglossa clausi . Brasil RJ Casimiro de Abreu -22,480833 -42,203889  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa clausi Euglqssa Brasil RJ Duke de Caixias, Pau Grande -22,578951 -43,169325  Nemésio 2009
crassipunctata
. Euglossa . . .
Euglossa clausi sapphirina Brasil RJ Jacarepagua, Baia de Guanabara -22,9428 -43,3581 SpeciesLink
Euglossa clausi ~ Cuglossa Brasil RJ Rio de Janeiro, PARNA Floresta da Tijuca 22955452  -43,280381  Nemésio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil SP \S/aiur)gli_nuiz do Paraitinga, PESM, Nucleo Santa -23,335249 -45,144563  SpeciesLink
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil SP Ubatuba, Praia da Fazenda, PE Serra do Mar  -23,36436111 -44,83247222 Este estudo
. Euglossa . - .
Euglossa clausi sapphirina Brasil SP Ubatuba, Picinguaba -23,364401 -44,832501  SpeciesLink
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil SP Ubatuba, Picinguaba -23,365424 -44 822559  Este estudo
Euglossa clausi Euglo_ss_a Brasil SP Ubatuba, Picinguaba -23,4339 -45,0711 Catalogue of Life
sapphirina
. Euglossa . x ” .
Euglossa clausi sapphirina Brasil SP Séao Sebastido, Ilha Bela -23,503901 -45,222801  SpeciesLink
. Euglossa . . .
Euglossa clausi . Brasil SP Ubatuba, llha Anchieta -23,5403 -45,071098  SpeciesLink
sapphirina
Euglossa clausi Euglqssa Brasil SP Caraguatatuba, PESM, Caraguatatuba -23,585378 -45,390629  Nemeésio 2009
crassipunctata
Euglossa clausi Euglossa clausi Brasil BA Barra da Una -23,750008 -45,75272 Este estudo
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Euglossa clausi SE;F?F:ETE‘% a Brasil SP Sdo Sebastido, Parque Estadual de Ilhabela -23,848231 -45,34903  Catalogue of Life
Euglossa Euglossa Coldmbia Distrito turistico, cultural e histérico de 11121404 -73.885137  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata Santa Marta

Euglc_)ssa Euglo_ssa Costa Rica Bijagua, 20 km S Upala 10,7333 -85,1 Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglossa Euglossa Costa Rica Finca Montezuma, 3 km SE Rio Naranjo 10,6641 -85,0972  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglossa Euglossa Costa Rica Chilamate 10,45 -84,0667  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglqssa Euglqssa Costa Rica Saraplqu_|, Zona Prot La Selva, Est Biol I__a . 10,439193 -84,010919  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata Selva. Finca La Selva, 3 Km S de Sarapiqui

Uy e S Costa Rica La Selva, CEN 50 10429414  -84,007241  Este estudo
crassipunctata crassipunctata

Euglo_ssa Euglqssa Costa Rica La Selva Reserve Station 10,4166 -84 Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglossa Sl g Costa Rica Cafias, 14 km S, EIN 103 85,0956  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

EUQIQSSE‘ Euglo_ssa Costa Rica Guapiles, 5 mi W 10,2166 -83,8568 Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Etelss Sl (05 Costa Rica Cahuita, 5 mi S 9,67722 -82,8167  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglo_ssa EUQIQSS"" Costa Rica R.V.S._Gandoca M_anzanlllo. Centro 9,632582 -82,659053  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata Operativo Manzanillo.

EUQIQSS"" EUQIQSS&I Panama Achiote Road 9,222 -80,02 Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglo_ssa EUQIQSS"" Panama Pipeline Rd, km 6.2, Parque Nac. Soberania 9,116667 -79,75 Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Sl o Sy e Panama Cerro Campana, nr Capira 8,733333 -79,95 Catalogue of Life

crassipunctata

crassipunctata
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Euglossa Euglossa Costa Rica La Gamba, Costa Rica 8,706042 -83,206505  Este estudo
crassipunctata crassipunctata

Euglqssa Euglqssa Panama Boquete, 8 km S 8,69859 -82,45046  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglqssa Euglo_ssa Costa Rica Osa Peninsula, Campanario Biological 8,643 -83.725 Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata Reserve

Euglossa Euglossa i .
crassipunctata crassipunctata Panama El Cope, 7.2 km NE 8,616667 80,583333  Catalogue of Life
Euglossa Euglossa Costa Rica Banco, Tiskita 8,355833 -83,135  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglossa Sl Panama Yavisa 8,1719 77,6862  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

EUQIQSSE‘ Euglo_ssa Panama Cana Biological Station 7,75 -77,683333  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglossa Bl Coloémbia Bahia Solano, Choco - Colombia 6,064043 -77,30424  Este estudo
crassipunctata crassipunctata

Euglossa Euglossa S Bigi Poika, West Suriname Road, 108 km i .
crassipunctata crassipunctata Surinami WSW Zanderij Airport 5,226944 55,881667  Catalogue of Life
EUQIQSSE" Euglqssa Coldmbia Vereda El Triunfo, Finca El Triunfo 5,164944 -74,810583  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

EUQIQSSE‘ Euglo_ssa Colémbia Vereda El Triunfo, Finca El Triunfo 5,154083 -74,803111  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglqssa Euglo_ssa Colémbia Vereda El Triunfo, Finca El Triunfo 5,153444 -74,8025 Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglo_ssa Euglo_ssa Coldémbia Vereda El Triunfo, Finca El Triunfo 5,152583 -74,801944  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

EUQIQSS"" Euglqssa Coldémbia Vereda El Triunfo, Finca El Triunfo 5,149972 -74,805389  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Euglossa Euglossa Colombia Vereda El Triunfo, Finca El Triunfo 5067278  -74,861889  Catalogue of Life
crassipunctata crassipunctata

Sl o Sy e Surinami Brownsberg Nature Park, Witi Creek Trail 4,914133 -55,160933  Catalogue of Life

crassipunctata

crassipunctata
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Euglossa Euglossa Colombia La virginia, Risaralda - Colombia 4804451  -75866434  Este estudo

crassipunctata crassipunctata

Euglqssa Euglqssa Guyana Iwokrama Forest, Pakatau hills 4,748333 -59,026667  Catalogue of Life

crassipunctata crassipunctata

Euglqssa Euglo_ssa Colémbia Quimbaya ocaso, Quindio - Colombia 4,645392 -75,762729  Este estudo

crassipunctata crassipunctata

Euglossa Euglossa A . i .

crassipunctata crassipunctata Colémbia Caserio El Laurel 4,58192 75,79794  Catalogue of Life

Euglqssa Euglo_ssa Guyana Iwokrama Forest, 26 km SW Kurupukari, 4,338056 58810556  Catalogue of Life

crassipunctata crassipunctata Iwokrama Mt. base camp

EUQIQSSE’I Euglqssa Coldmbia La Dorada, Quindio - Colombia 4,308391 -75,60692 Este estudo

crassipunctata crassipunctata

Euglossa Euglossa Colombia Sin datos 3902949  -76,300497  Catalogue of Life

crassipunctata crassipunctata

g et Sl e Colombia La Bocana 3,84193 -77,17787  Catalogue of Life

crassipunctata crassipunctata

Euglo_ssa Euglqssa Peru Maynas, Allpahuaya-Mishana Inia Trial -3 -73,66667  Catalogue of Life

crassipunctata crassipunctata

Euglossa moratoj  =1gl0ssa Brasil RR plieriemeli, Al el S [ress, 3,911474  -59,903189  SpeciesLink
crassipunctata Guaribas

. Euglossa . .

Euglossa moratoi . Brasil RR Alto Alegre 3,2997222 -64,0083333  SpeciesLink
crassipunctata

Euglossa moratoi Euglqssa Brasil RR Caracarai, Parque Nacional do Virug, LO-4 1,4688 -61,0069 SpeciesLink
crassipunctata

Euglossa moratoi Euglqssa Brasil RR Caracaral, Parque Nacional do Virug, LO-3, 1,4687 -61,0068 SpeciesLink
crassipunctata 2500m

Euglossa moratoi EUQIQSS&I Brasil RR Caracaral, Parque Nacional do Virua, LO-3, 1,4686 -61,0067 Catalogue of Life
crassipunctata 500m

Euglossa moratoi  -1910ssa Brasil RR Caracaral, Parque Nacional do Virua, LO-1, 4 5g0566 67183397 SpeciesLink
crassipunctata Ponto 500m

Euglossa moratoi  =1910sa Brasil AM PRI NEGOIEL 6 P o N, Ser 0,7469444  -65,9708333  SpeciesLink

crassipunctata

da Neblina
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Euglossa moratoi  =1910ssa Brasil Am  Farque Nacional do Pico da Neblina, Serra 0746944  -650970833  Catalogue of Life
crassipunctata da Neblina
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM e I_\Iamonal ol P Gl [NEal i, Bt 0,482778 -65,4975 Catalogue of Life
crassipunctata do Imeri
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Parque I_\IaC|onaI do Pico da Neblina, Serra 0,4827778 -65,4975 SpeciesLink
crassipunctata do Imeri
. Euglossa . . ) . .
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM Rio Araca, Campina 0,477778 -63,47125  Catalogue of Life
. Euglossa . . ) . .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Araca, Campina 04777778 -63,47125  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . . , .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Araca, Campo 0,472167 -63,426722  Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . . , S
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Araca, Campo 0,4721667 -63,4267222  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoj  -1910ssa Brasil app e el g Fee o edlie, Sei 0458889  -65495278  Catalogue of Life
crassipunctata do Imeri
Euglossa moratoi  =19l0ssa Brasil Am  Farque Nacional do Pico da Neblina, Serra ) joaa089 g5 4052778 SpeciesLink
crassipunctata do Imeri
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Rio Aracd, préximo a Serrinha 0,4478333 -63,2544722  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Rio Aracd, proximo a Serrinha 0,447833 -63,254472  Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . . . . .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Aracd, Serrinha 0,41925 -63,383528  Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . . . . -
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Aracd, Serrinha 0,41925 -63,3835278  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . . . N
Euglossa moratoi . Brasil AM Barcelos, Igarapé Coruja 0,1046111 -63,8504722  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa - ) . .
Euglossa moratoi . Brasil AM Igarapé Coruja 0,104611 -63,850472  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi EUQIQSS&I Brasil AM Pardlie I_\Iacmnal do Pico da Neblina, Serra -0,172222 -65,394722  Catalogue of Life
crassipunctata do Imeri
Euglossa moratoi  £ugl0ssa Brasil AM Parque Nacional do Pico da Neblina, Serra 1750509 53947202 SpeciesLink

crassipunctata

do Imeri



265

Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Rio Demeni, Jalauaca, Lago -0,2666667  -62,7463889  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Rio Demeni, Alubid, Igapd -0,3186111  -62,7605556  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . . R .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Demeni, Pirico -0,321111 -62,792222  Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . . S .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Demeni, Pirico -0,3211111  -62,7922222  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Rio Jufari, Comunidade Caju -0,802861 -62,4855 Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Rio Jufari, Comunidade Caju -0,8028611 -62,4855 SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . . . .
Euglossa moratoi . Brasil PA Rio Trombetas, Juquiri -1,095207 -57,024988  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoj 191052 Brasil AM Presidente Figueiredo, Reserva Biologicado 4 550964 59501059 SpeciesLink
crassipunctata Uatumd, LO-1, 500m
. Euglossa . N A .
Euglossa moratoi . Brasil PA Porto Trombetas, Platé Aviso -1,462873 -56,399527  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi 191052 Brasil PA Oriximina, Porto Trombetas, Monte Branco - 4 soe4909 56369512 SpeciesLink
crassipunctata P7
Euglossa moratoi  =1910ssa Brasil oy DnEE S 0 Rl i, -1,5863880  -57,6255556  SpeciesLink
crassipunctata Igarapé Areias, Igapo
Euglossa moratoi EUQIQSS"" Brasil AM 'V'arge',“ Esquerda dq Rio Nhamunda, -1,586389 -57,625556  Catalogue of Life
crassipunctata Igarapé Areias, lgapo
Euglossa moratoi  =1910ssa Brasil AM  ReservaExtrativista Unini, Rio Unini, Lago ; 5166667  62,9833333  SpeciesLink
crassipunctata Galomanha, Terra Firme
Euglossa moratoi  Euglossa moratoi  Brasil PA Comunidade Casinha -1,725166667 -56,23333333 Este estudo
Euglossa moratoi Sl Brasil AM Rio Nhamund4, Cuipiranga, Mata -1,899444 -57,049722  Catalogue of Life

crassipunctata
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Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Rio Nhamunda, Cuipiranga, Mata -1,8994444  -57,0497222  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa : Estacdo Ecologica Nacional Juami-Japura, i i el F
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM Médio Rio Juami 1,9556667 67,9299444  SpeciesLink
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Esga(.;ao I_Ecologlga Nacional Juami-Japura, -1,955667 -67,929944  Catalogue of Life
crassipunctata Médio Rio Juami
. Euglossa . . L . .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Carabinani, Terra Firme -2,010611 -61,539222  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Rio Carabinani, Terra Firme -2,0106111  -61,5392222  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . . L . .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Carabinani, Igapo -2,012472 -61,53675  Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . . N . .
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Carabinani, Igapd -2,0124722 -61,53675  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Rio Carabinani, Terra Firme -2,041944 -61,5525 Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . . L . S
Euglossa moratoi . Brasil AM Rio Carabinani, Terra Firme -2,0419444 -61,5525 SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Rio Carabinani, Campinarana -2,046583 -61,551111  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglossa Brasil AM Rio Carabinani, Campinarana -2,0465833  -61,5511111  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglossa Brasil AM Rio Carabinani, Campinarana -2,048611 -61,551667  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglossa Brasil AM Rio Carabinani, Campinarana -2,0486111  -61,5516667  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi EUQIQSS&I Brasil MT Moju -2,125 -48,7825 Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi  =U919552 Brasil av  ReservadaCampina, BR 174, Km 44, 25833333 -60,0333333  SpeciesLink
crassipunctata Floresta
Euglossa moratoi  =1910sa Brasil AM Manaus, ZF-2, Km 14, Torre -2,5801667  -60,1152778  SpeciesLink

crassipunctata
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Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM ZF-2, Km 14, Torre 20m -2,589167 -60,115278  Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa - Sa .
Euglossa moratoi - Brasil MT Tailandia -2,803583 -48,5282 Catalogue of Life
crassipunctata
. Euglossa . Manaus, Reserva Florestal Adolpho Ducke, C o
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM AM 010, Km 26, LO-4, 500m -2,963764 -59,931592  SpeciesLink
. Euglossa . Manaus, Reserva Florestal Adolpho Ducke, L
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM AM 010, Km 26, LO-5, 1500m -2,970042 -59,931207  SpeciesLink
. Euglossa . Manaus, Reserva Florestal Adolpho Ducke, i i ol d
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM AM 010, Km 26, LO-6, 1500m 2,97632 59,930822  SpeciesLink
. Euglossa . Manaus, Reserva Florestal Adolpho Ducke, ..
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM AM 010, Km 26, LO-7, 1500m -2,982598 -59,930437  SpeciesLink
. Euglossa . Manaus, Reserva Florestal Adolpho Ducke, i i S
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM AM 010, Km 26, LO-8, 500m 2,988876 59,930052  SpeciesLink
. Euglossa . Manaus, Reserva Florestal Adolpho Ducke, Sersl] F
Euglossa moratoi crassipunctata Brasil AM AM 010, Km 26, LO-8, 1500m -2,995154 -59,929667  SpeciesLink
. Euglossa . . x .
Euglossa moratoi . Brasil AM Manaus, Rio Negro, Taruma -3,013746 -60,067848  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . -
Euglossa moratoi . Brasil AM Manaus, Puraquequara -3,019542 -59,849692  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Itacoatjara, AM 010, Km 215, Fazenda -3,0333333 -58,8333333  SpeciesLink
crassipunctata Aruand
Euglossa moratoi  -1910ssa Brasil AN M anausiCampusidofinstitiiofiNacianalite 3,096302  -59,089632  SpeciesLink
crassipunctata Pesquisas da Amazonia, Aleixo
Euglossa moratoi Euglossa Brasil AM Manaus -3,10194 -60,025 SpeciesLink

crassipunctata
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Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Parque Nacional do Jau, Rocado -3,543343 -62,444987  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Parque Nacional do Jal, Rogado -3,651056 -62,060625  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa - A .
Euglossa moratoi . Brasil AM Beruri, Rio Purus -3,910682 -61,352274  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Campo do Tupana_, cerca de 120 Km ao sul -4,15803 -60,12887  Catalogue of Life
crassipunctata de Manaus, Campina
. Euglossa . . . . .
Euglossa moratoi . Brasil MT Itaituba, Station Maria -4,2167 -55,9667 Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Borba, Rio Abacaxis, Paxitba, 30 m -4,48 -58,5733333  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Rio Abacaxis, Paxiuba -4,48 -58,573333  Catalogue of Life
crassipunctata ' ' '
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Rio Abacaxis, Pacamiri, Campina -4,596944 -58,220556  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Rio Abacaxis, Pacamiri, Campina -4,5969444  -58,2205556  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM Campo da Catuquira, cerca de 240 Km a0 -4,912583 -61,108517  Catalogue of Life
crassipunctata sul de Manaus, Campina
Euglossa moratoj 191052 Brasil aly SR GGG, GRG0 260 Ui 40 40125833 -61,1085167  SpeciesLink
crassipunctata sul de Manaus, Campina
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil RR Campo da Catuquira, cerca de 240 Km ao -4,919733 -61,110317  Catalogue of Life
crassipunctata sul de Manaus, Mata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil AM CATED O GG, GEie 62 240 [Km &g -4,9197333  -61,1103167 SpeciesLink
crassipunctata sul de Manaus, Mata
. Euglossa . . . . « -
Euglossa moratoi Brasil AM Borba, Rio Abacaxis, Cachoeira Travessdo -5,2525 -58,6977778  SpeciesLink

crassipunctata
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Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil RR R'.O bypaleTie, [Le JXaet, (Cemunisas el -5,260833 -60,708889  Catalogue of Life
crassipunctata Vista, Ponto 1, Margem Esquerda
Eualossa Novo Aripuand, Rio Madeira, Lago Xada,
Euglossa moratoi g'o Brasil AM Comunidade Bela Vista, Ponto 1, Margem -5,2608333  -60,7088889  SpeciesLink
crassipunctata
Esquerda
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM BR 230, Km 12, Ramal Palheiral, Km 9 -7,319444 -64,668611  Catalogue of Life
crassipunctata ' ' ' ' '
Euglossa moratoi  =1910ssa Brasil AM Labrea, BR 230, Km 12, Ramal Palheiral, -7,3194444  -64,6686111  SpeciesLink
crassipunctata Km 9
Euglossa moratoj 191052 Brasil AR R, (NI G, PRIEIRR, REEEE 7425312  -60,593782  SpeciesLink
crassipunctata 2108
Euglossa moratoi  -1910ssa Brasil AM Apui, BR 174, Km 70, PDBFF, Pasto -7,438968  -60,615411  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil RO Machandino D'Oeste, Fazenda Lami -9,315783 -61,79475  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglqssa Brasil RO Machandino D'Oeste, Fazenda Lami -9,3157833 -61,79475  SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . A . .
Euglossa moratoi . Brasil RO Cujubim, Linha 2 -9,38675 -62,5809 Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil AM Machandino D'Oeste, Igarapé Mucura -9,449133 -61,857417  Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi Euglo_ssa Brasil RO Machandino D'Oeste -9,4491333  -61,8574167 SpeciesLink
crassipunctata
. Euglossa . . .
Euglossa moratoi . Brasil AM Ariquemes, 62 km SE -9,9137 -63,0439 Catalogue of Life
crassipunctata
Euglossa moratoi  =1910ssa Brasil e SRV, RS S, BT 1138166667  -56,0666667 SpeciesLink
crassipunctata Roda d'agua
. Euglossa . . .
Euglossa moratoi . Brasil MT Nova Mutum, Fazenda Buriti -13,8166668  -56,0666668  SpeciesLink
crassipunctata
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil RR CATAENE, [PErgHe Aol ¢l Wi, Los 1,4775 -61,0157 SpeciesLink

2,1500m
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Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Barcelos, Serra do Tapirapeco 1,2075 -64,7775 SpeciesLink
. S&o Gabriel da Cachoeira, Estrada para .
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Cucui, BR 307, Km 64, Torre do LBA 0,2119444 -66,7747222  SpeciesLink
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Reserva Ext[at|V|sta Unini, Rio Unini, Tres -1,0666667  -62,9666667  SpeciesLink
Bocas, Igapo
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Sl €0 g1, e el A2 o sl -4,15679 -60,13203  SpeciesLink
de Manaus, Mata
Carauari, Margem Esquerda do Rio Jurua,
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Comunidade Nova Esperanca, Trilha do -5,0908333 -67,1825 SpeciesLink
Roque
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Novo Aripuan, Floresta Umida -5,2647222  -60,1188889  SpeciesLink
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Peru Lagunas, Loreto -5,301829 -75,636713  Este estudo
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Canutama, Ramal do Mucuim, Floresta -8,6346111  -64,3751944  SpeciesLink
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil AM Canutama, Ramal do Mucuim, Campina -8,6601389 -64,366 SpeciesLink
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil RO none, Machadinho, Fazenda Lami -9,31578 -61,79475  SpeciesLink
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil RO Cujubim, Linha 14 -9,3359 -62,5518333  SpeciesLink
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil RO Mirante da Serra, Linha 68 -11,0746833 -62,72395  SpeciesLink
Euglossa parvula  Euglossa parvula  Brasil MT Nova l\/!utum, Fazenda Buriti, Estrada da -13,81667 -56,06667  SpeciesLink
Roda D'agua
Euglossa pepei Euglossa pepei Brasil BA Prado -17,33989 -39,22829  SpeciesLink
Euglossa Euglossa Costa Rica Estacion Pitilla, 9 Km S Santa Cecilia. 10,992609  -85,429477  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina
Euglo_ss_a Euglo_ss_a Nicaragua San Carlos, 60 km SE, Refugio Bartola 10,973333 -84,338333  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina
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Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglo_ss_a Euglo§s_a Costa Rica Fca. Dago Mora 10,794556 -84,899778  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglogs_a Costa Rica El Pilon, Cerro La_1 Carmela entre _Rlo Celeste 10720833 84,995833  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina y cabeceras del Rio Chimurria. Bijagua.

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Cerro La Carmela 10,710164 -84,997578  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo§s§ Euglo_ss_a Costa Rica Estacion Pilon 10,704605 -84,99231  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa . Valle Rio Roble, Pie de Terraza 1 (Send. a i .
sapphirina sapphirina Costa Rica Montezuma), 10,698407 85,012032  Catalogue of Life
Euglossa Euglossa . . .
sapphirina sapphirina Costa Rica Punto 2: Falda N Cerro Montezuma. 10,698113 -85,018467  Catalogue of Life
Euglossa Euglossa Costa Rica ca. 7 km NE de Boca Tapada, Laguna del 10686111  -84,180556  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Lagarto Lodge.

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Sarapiqui, La Virgen, Finca del IDA. 10,643616 -84,107585  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica Pococt, Colorado, Sector Cerro Cocori, 30 10594274  -83,716512  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Km N de Cariari

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Guatyso de Alajuela, Cabanga. Finca de José 1059 84,852806  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Martinez.

Euglo_ssg Euglo_ss_a Costa Rica Puerto Viejo, 3km N 10,473333 -84,015 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a EUQIOESS.a Costa Rica La Selva Biological Station 10,433333 -84,016667  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

EUQIO.SS."" EUQIO.SS."’I Costa Rica A'C'C.:LV'C.’ Sarapiqui, Zona Prot La Selva, 10,431957 -84,008187  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Estacion Biol La Selva
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Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Heredia Estacion Biologica La Selva 10,4166667 -84 SpeciesLink
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo§s_a Costa Rica Puerto Viejo, W, Selva Verde Lodge 10,335 -84,165 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica El Ceibo 10329083  -84,080102  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica Guacimo, 7 mi N 10,3186 83,6833 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica Pococi, Finca INBio. 10,19434 -83,86086  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica Fca. Sandoval-RECOPE, Transecto Bosque 1 51689 83106659  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina A.

Euglossa Euglossa Costa Rica Fca. Sandoval-RECOPE, Sitio Manglar. 10,000416  -83,097735  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Fca. Sandoval-RECOPE, Transecto Bosque 10,000041 83113086  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina C.

Euglossa Euglossa Costa Rica Fca. Sandoval-RECOPE, Poligono (Sitio D, g 999566 .83109394  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina herbazal 6 area abierta).

Euglossa Euglossa Costa Rica Fca. Sandoval-RECOPE, Transecto Bosque g 997067 83107185  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina B.

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica INBioparque, Santa Rosa, Santo Domingo. 9,97362 -84,093477  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica 200 mts. Norte Restaurant EI Cruce. 9,946497 -83,573117  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Veragua Rainforest. 9,92573 -83,191405  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

EUQIO.SS."" EUQIO.SS."’I Costa Rica Veragua Rainforest, Rio Victoria. 9,923732 -83,18895 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo:_ss_a Costa Rica Finca Josephina, 2 km S Pital 9,7985 -84,4667 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica Finca Quijote, Propietario Sr. Fhilip E. 9,796708  -83,639719  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Hacicock
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Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica C. Turrubares [Cerro Bares] 9,794664 -84,473244  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica R.B. Carara, 2 Km N. de Bijagual 0774293  -84,527464  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglqs;a Euglo_ss_a Costa Rica Gara}blto, Reserva Biol Carara, Est Quebrada 0,774233 84608124  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Bonita

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Estacion Quebrada Segundo 9,762583 -83,788328  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa . A.C.L.AP, Paraiso, Pque Nal Tapanti, Send i .
sapphirina sapphirina Costa Rica Oropendula 9,755344 83,784695  Catalogue of Life
Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Bribri, borde de carretera. 9,615164 -82,861492  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Amubri (Talamanca) 9,51666 -82,96666  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo§s§ Euglo_ss_a Costa Rica Cerro Nara, NE of Quepos 9,4999 -84,0166 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica et b, el NS A Oflaren 0499849  -84,011765 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Valverde

Euglossa Euglossa Costa Rica Puntarenas, Aguirre. Palma Tica, Finca 0457241  -8411517  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Naranjo

Euglossa Euglossa Costa Rica Arboleda, Costa Rica 9397162  -84,153996  Este estudo
sapphirina sapphirina

Euglogsg Euglo_ss_a Costa Rica P. N. Manuel Antonio, borde este 9,393803 -84,129222  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Carti-El Llano Rd, km 7.5, N of Chepo 9,216667 -79,083333  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica Ojochal. 0075283  -83,657497  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo:_ss_a Costa Rica Casa Coca, camino a Valle del Silencio. 9,04862 -82,990224  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina
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Espécie Original Pais UF Localidade Latitude Longitude Referéncia
Euglossa Euglossa Costa Rica P.N. La Amistad. Estacion Altamira. 0042898  -82,991308  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Sendero a Casa Coca.

Euglo_ss_a Euglogs_a Costa Rica Los Gigantes del Bosque, Altamira. 9,034719 -83,01388  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa Costa Rica Estacion Altamira 0032087  -83,010881 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglossa Euglossa . . . .
sapphirina sapphirina Costa Rica Ciudad Pto Cortés, Rio Balsar. 9,006418 -83,530972  Catalogue of Life
Euglo§s§ Euglo_ss_a Costa Rica Palmar Sur, 4 millers E. 8,95078 -83,470703  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo§s§1 Euglo_ss_a Costa Rica Las Cruces Biological Station 8,785667 -82,959667  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Estacion Esquinas, Peninsula de Osa 8,759387 -83,283128  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Sl tog7 Sl Costa Rica Golfito 8,6392 -83,1624  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo§s§ Euglo_ss_a Costa Rica Sendero hacia Llorona 8,5932 -83,721174  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica A_.C.O, Golflto,_ Pque Nal Corcovado, Est 8,480171 83501289  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Sirena, Playa Sirena

Euglo_ss_a Euglo_ss_a Costa Rica Sirena, Corcovado Nat. Pk., Osa Peninsula 8,479267 -83,588565  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina

Euglo_ss_a Euglo:_ss_a Costa Rica Corcovado Natl_o nal Park, Sirena Station, 8,413333 -83,589444  Catalogue of Life
sapphirina sapphirina lower Ollas Trail

EUQIO.SS."" EUQIO.SS."" Guyana Kourou, 11 km SW 5,0797 -52,72058 Catalogue of Life
sapphirina sapphirina Francesa
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Apéndice E - Registros considerados de Euglossa iopoecila Dressler (1982) no capitulo 3.
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ID Espécie Latitude Longitude UF Cidade Localidade Fonte Synonyms
1 Euglossaiopoecila -8.723137 -35.85241 PE Jaqueira RPPN Frei Caneca Nemésio A (2009) Zootaxa 2041:242pp como Eg. roubiki
2  Euglossa iopoecila -9.00266  -35.84526 AL Ibatengura Usina Serra Grande Nemesio and Santos-Junior(2014) Bras como Eg. roubiki
Jour Biol 74:578-S92
3 Euglossa iopoecila  -9.179589  -35.90246 AL Murici ESEC Murici Nemesio and Santos-Junior(2014) Bras como Eg. roubiki
Jour Biol 74:S78-S92
4  Euglossaiopoecila -12.85261 -39.47884 BA  Santa Teresinha Serra Jibdia Ferrari and Melo (2014) Apidologie como Eg. iopoecila
45:641-652
5 Euglossa iopoecila -13.37272 -39.09984 BA Valenca Peruquetti et al (1999) Rev Bras Zool como Eg. chalybeata
16:101-118
6 Euglossa iopoecila  -13.83383 -39.249 BA Igrapitna Reserva Ecologica Nemesio (2014) Bras Jour Biol 74:16- como Eg. roubiki
Michelin 22
7 Euglossa iopoecila  -14.49622 -39.13697 BA Urucaca Parque Estadual Serra Nemesio (2011) Zootaxa 2821:47-54 como Eg. roubiki
do Conduru
8 Euglossaiopoecila -14.49652 -39.13283 BA Urucaca Parque Estadual Serra Nemesio (2011) Zootaxa 2821:47-54 como Eg. roubiki
do Conduru
9 Euglossaiopoecila -14.84203 -39.29246 BA Itabuna Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Entomol 51:275-284
10 Euglossa iopoecila  -15.16866 -39.0647 BA Una REBIO Una site 1 Nemesio (2013) Bras Jour Biol 73:347- como Eg. roubiki
352
11 Euglossa iopoecila -15.174  -39.06128 BA Una REBIO Una site 2 Nemesio (2013) Bras Jour Biol 73:347- como Eg. roubiki
352
12 Euglossa iopoecila  -15.18336 -39.067 BA Una REBIO Una site 3 Nemesio (2013) Bras Jour Biol 73:347- como Eg. roubiki
352
13 Euglossa iopoecila  -15.39302 -39.56395 BA Camacan Proximidades do Ferrari and Melo (2014) Apidologie como Eg. iopoecila
PARNA Serra das 45:641-652
Lontras
14 Euglossa iopoecila  -16.40609  -40.04732 MG  Santa Mariado  RPPN Duas Barras, Site Nemesio (2012) Spixiana 35:109-116 como Eg. roubiki
Salto 2
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ID Espécie Latitude Longitude UF Cidade Localidade Fonte Synonyms
15 Euglossaiopoecila -16.41171  -40.06213 MG  Santa Mariado  RPPN Duas Barras, Site  Nemesio (2012) Spixiana 35:109-116 como Eg. roubiki
Salto 3
16 Euglossa iopoecila -16.41454  -40.05384 MG  Santa Mariado  RPPN Duas Barras, Site Nemesio (2012) Spixiana 35:109-116 como Eg. roubiki
Salto 1
17 Euglossa iopoecila  -16.48427 -39.15655 BA Porto Seguro PARNA Pau Brasil Nemesio (2013) Bras Jour Biol 73:375- como Eg. roubiki
381
18 Euglossa iopoecila  -16.49417 -39.2679 BA Porto Seguro PARNA Pau Brasil Nemesio (2013) Bras Jour Biol 73:375- como Eg. roubiki
381
19 Euglossa iopoecila  -16.88505 -39.35394 BA Porto Seguro PARNA Nemseio (2013) Bras Jour Biol 73:437-  como Eg. roubiki and
Descobrimento 446 Eg. iopoecila
respectively
20 Euglossaiopoecila  -17.13083  -39.39401 BA Prado PARNA Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Descobrimento Entomol 51:275-284; this study
21 Euglossaiopoecila -17.51194 -39.74034 BA Teixeira de Nemésio A (2009) Zootaxa 2041:242pp como Eg. roubiki
Freitas
22 Euglossa iopoecila -18.5473  -39.73903 ES Conceicdo da Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Barra Entomol 51:275-285
23 Euglossa iopoecila  -18.99192 -40.129 ES Linhares REBIO Sooreta Ferrari and Melo (2014) Apidologie como Eg. iopoecila
45:641-652
24 Euglossa iopoecila  -19.15199 -40.019 ES Linhares Reserva Vale Ferrari and Melo (2014) Apidologie como Eg. iopoecila
45:641-652
25 Euglossa iopoecila  -19.82402 -40.323 ES Aracruz Peruquetti et al (1999) Rev Bras Zool como Eg. chalybeata
16:101-118
26 Euglossaiopoecila -20.36151  -40.65451 ES Domigos PNM Domingos Nemésio A (2009) Zootaxa 2041:242pp como Eg. roubiki
Martins Martins
27 Euglossa iopoecila  -20.63304 -40.55975 ES Guarapari Peruquetti et al (1999) Rev Bras Zool como Eg. chalybeata
16:101-118
28 Euglossa iopoecila -21.88162 -41.85283 RJ Campos dos PE Desengano Tonhasca et al (2012) Biotropica como Eg. chalybeata
Goytacazes 34:416-422
29 Euglossa iopoecila -22.42701  -42.04299 RJ Rio das Ostras REBIO Uniéo Ferrari and Melo (2014) Apidologie como Eg. iopoecila
45:641-652
30 Euglossa iopoecila -22.59994  -42.46656 RJ Embad Ramalho et al. (2009) Rev Bras como Eg. iopoecila

Entomol 53:95-101
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ID Espécie Latitude Longitude UF Cidade Localidade Fonte Synonyms
31 Euglossa iopoecila  -23.20805 -44.822 RJ Paraty Serra da Bocaina Ferrari and Melo (2014) Apidologie como Eg. iopoecila
45:641-652
32 Euglossa iopoecila  -23.35955  -44.78769 SP Ubatuba PESM - Picinguaba Rocha-Filho and Garofalo (2013) J Inse  como Eg. chalybeata
Scien 13(23)1-4; iopoecila, Eg.
lopoecila
33 Euglossa iopoecila  -23.73821  -45.70028 SP Sdo Sebastido PESS-Juquei Penha et al (2015) Apidologie 46:346— como Eg. iopoecila
358
34 Euglossa iopoecila  -23.88617  -45.37501 SP Ilhabela PESS-Juquei Penha et al (2015) Apidologie 46:346— como Eg. iopoecila
358
35 Euglossa iopoecila  -24.36682  -47.96675 SP Sete Barras Fazenda Morro do Mattozo et al (2011) Pap Avulsos Zool como Eg. iopoecila
Capim 51:505-515
36 Euglossaiopoecila -24.39143  -47.12484 SP Iguape Estacéo Ecologica Peruquetti et al (1999) Rev Bras Zool como Eg. chalybeata
Juréia-Itatins 16:101-118 iopoecila
37 Euglossa iopoecila -25.023  -47.95338 SP Cananéia PESM-cananeia Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Entomol 51:275-284; Penha et al
(2015) Apidologie 46:346-358
38 Euglossaiopoecila -25.11281  -47.99344 SP  Ilha do Cardoso PEIC Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Entomol 51:275-284; Penha et al
(2015) Apidologie 46:346—359
39 Euglossa iopoecila  -25.24447 -48.4864 PR Guaraguecaba Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Entomol 51:275-284
40 Euglossa iopoecila -25.31342  -48.65716 PR Antonina RN Rio Cachoeira Mattozo et al (2011) Pap Avulsos Zool como Eg. iopoecila
51:505-515
41 Euglossa iopoecila  -25.52196  -48.57336 PR Paranagua CBSM - Paranagua Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Entomol 51:275-285
42 Euglossa iopoecila  -25.54803  -48.63331 PR Alexandra Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Entomol 51:275-286
43 Euglossa iopoecila  -25.81008 -48.56436 PR Matinhos CBSM - Matinhos Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila
Entomol 51:275-286
44 Euglossa iopoecila  -26.22634  -48.95324 SC Joinvile Faria Jr and Melo(2007). Rev Bras como Eg. iopoecila

Entomol 51:275-287
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Mapa de Fatores para 19 variaveis climaticas exploradas via analise de componentes
principais baseada na ocorréncia de espécies do grupo crassipunctata
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Percentual de contribuicdo de 19 variaveis climaticas em duas dimensbes exploradas via
andlise de componentes principais baseada na ocorréncia de espécies do grupo crassipunctata
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Localidades amostradas para E. annectans ao longo da Mata Atlantica
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Cddigo  Localidade Latitude  Longitude
SO Parque Nacional da Serra dos Orgéos, Teresopolis - RJ -22.4925  -43.0594
PN Parque Nacional do Pico da Neblina, Sdo Paulo - SP -23.5611  -46.1488
BO Boracéia - SP -23.7342  -46.1855
IC Parque Estadual da Ilha do Cardoso - SP -25.1118  -47.9514
suU Parque Nacional Ilha de Superagui - PR -25.4312  -48.2464
SM Reserva Natual de Salto Morato - PR -25.1636  -48.3002
SC Municipio de Joinvile - SC -26.2067  -49.0452
KB Reserva Fazenda Monte Alegre (Klabin) - PR -24.1685  -50.6953
MD Parque Estadual do Morro do Diabo, Teodoro Sampaio - SP -22.5 -52.3421
DN Diamante do Norte - PR -22.6418  -52.8845
Fz Parque Nacional de do Iguagu, Foz do Iguacu - PR -25.6244  -54.4616
DR Mata da Picadinha, Dourados - MS -22.1547 -55.0002




281

Apéndice F - Percentual de contribuicdo de 19 variaveis climaticas em duas dimensdes
exploradas via analise de componentes principais baseada na ocorréncia de espécies do grupo
crassipunctata

Contribution of variables to Dim-1-2
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Apéndice G - Mapa de Fatores para 19 varidveis climaticas exploradas via analise de
componentes principais baseada na ocorréncia de Euglossa annectans
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Apéndice H - Registros de espécies utilizados na producdo dos modelos de nicho ecoldgico para Euglossa annectans. Referéncias incluem
literatura e plataforma SpeciesLink e Catalogue of Life.

Determin.

Espécies Antenrior Pais UF Localizacédo Local especifico Longitude Latitude N Referéncias
Euglossa Euglossa . Séo Gongalo do . Nemésio & Faria Jr
T . stellfeldi Brasil MG Rio Preto PE Rio Preto -43.34503 -18.11779 2 2009

Euglossa — Euglossa g g SdoGoncalodo b pig pretg 4333049 -18.15654 14 Antonine et al. 2016
annectans stellfeldi Rio Preto

Euglossa Euglossa . . . L

annectans stellfeldi Brasil MG Diamantina -43.58233 -18.20261 1 Viotti et al. 2013
Euglossa Brasil MG Belo Horizonte Belo Horizonte -43.97222 -19.88236 2 SpeciesLink
annectans

Euglossa -~ Euglossa g, gg Santa Teresa 40.60688 -19.93202 3; 1 DIEEsEn, (el
annectans annectans SpeciesLink
Euglossa Brasil MG Belo Horizonte ~ 2onaMetlurgica- o q1000 1994430 1 SpeciesLink
annectans Parque Mangabeiras

Euglossa Euglossa . — COPASA/Tabobes SpeciesLink; Ferrari et
annectans annectans Brasil MG Ibirité PROBIO -44.06115 -20.01664 1 al 2017

Euglossa — Euglossa gy gp Sertdozinho Est. Exp. de 4808935 -21.15159 1 SpeciesLink
annectans  annectans Zootecnia

Euglossa Euglossa Brasil Sp Cajuru Fazenda Santa 4736064 -2128397 1 Rebelo e Garofalo,
annectans annectans Carlota 1997

Euglossa — Euglossa sp Dumont Mata Boa Vista 4797291 -21.30782 1 SpeciesLink
annectans  annectans

Euglossa — Euglossa g, MG Alfenas -45.93615 -21.31556 16 Ranieiro 2013
annectans  annectans

Euglossa Euglossa Brasil Sp Luiz Antonio Estagaq Ecoldgica 4778543 2155428 1 SpeciesLink; Faria Jr &
annectans annectans de Jatai Melo 2007
Euglossa  Euglossa g SP SO R G Mirante 46.72479 -21.82373 1 SpeciesLink
annectans  annectans Fartura

Euglossa — Euglossa g gp Séo Carlos 48.04552  -22.04437 17 Souza et al. 2010
annectans  annectans

Eug o By g Brasil RJ Trajano de Morais  Mata da Cabecinha  -42.08441 -22.08083 9 Aguiar et al. 2014
annectans  annectans

Euglossa — Euglossa gy gy Trajano de Morais 4200445 -22.09739 16 Aguiar et al. 2015
annectans  annectans
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Determin.

Espécies Antenrior Pais UF Localizacédo Local especifico Longitude Latitude N Referéncias
Euglossa Euglossa . — i i
annectans  annectans Brasil MS Dourados Serra da Picadinha 55.00047 -22.15702 14 Present study
Euglossa — Euglossa = g, sp Brotas 4817103 2221969 1 Faria Jr & Melo 2007
annectans  annectans
Euglossa Euglossa . Ecological Station of i
annectans annectans Brasil SP Bauru Bauru 49.08345 -22.23523 29 Knoll et al. 2012
Euglossa — Euglossa g ) MG Jacutinga PicodaForquilha  -46.67097 -22.27118 378 Cardoso Jr 2010
annectans  annectans
Euglossa Euglossa LML

g g Brasil SP Bauru Preservation Area -49.01681 -22.35017 27 Knoll et al. 2012
annectans  annectans ;

Vargem Limpa
Euglossa — Euglossa g gp Alvilandia Estado Ecologica _4q 70906 2242052 202 Knoll et al. 2012
annectans  annectans Caetetus
Euglossa Euglossa . L _ i i
annectans  annectans Brasil RJ Terezbpolis Serra dos 6rgaos 42.99526 -22.45772 40 Present study
Euglossa Euglossa . Permaneqt
Brasil SP Agudos Preservation -48.86485 -22.48451 58 Knoll et al. 2012
annectans  annectans
Durapex area

Euglossa Euglossa Brasil sp Teodoro Sampaio Parql_Je Est. Morro 5232778 -22.5425 5 SpeciesLink; Faria Jr &
annectans annectans do Diabo Melo 2007
Euglossa — Euglossa g 0 pp Diamante do Norte ~ APP 5285639 -22.61833 35 Present study
annectans  annectans
U o By e Brasil SP Teodoro Sampaio Morro do Diabo -52.17167 -22.62083 40 Present study
annectans  annectans
Euglossa Euglossa Brasil Sp Pindamonhangaba Faz S_ao_S~ebast|ao 4546679 -22.75003 1 Uehara-Prado et al.
annectans annectans do Ribeirdo Grande 2006
Euglossa Euglossa Brasil Sp Campinas Reserva Santa 4710895 -22.82906 3 Genini 2011; Faria Jr &
annectans  annectans Genebra Melo 2007
Euglossa Euglossa Brasil SP Pindamonhangaba  Tequetera -45.4376 -22.85636 1 Costa & Francoy 2017
annectans  annectans
Euglossa  Euglossa g RJ Rio de Janeiro 4345452 -22.91313 27 Faria Jr & Melo 2007
annectans  annectans
Euglossa Euglossa Brasil RJ Rio de Janeiro Floresta da Tijuca -43.27721  -22.95831 6 SpeciesLink; Faria Jr &
annectans annectans Melo 2007
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Determin.

Espécies Antenrior Pais UF Localizacédo Local especifico Longitude Latitude N Referéncias
Euglossa Euglossa . . . Garofallo et al. 1998;
annectans  annectans Brasil SP Jundiai Floresta do Japi -46.86652 -23.18277 2 SpeciesLink
Euglossa Euglossa Brasil PR Cornélio Procépio  Mata S8o Francisco  -50.62151 -23.19254 1 SpeciesLink
annectans  annectans

Euglossa Euglossa . . i i .

o, L A— Brasil SP Jundiai 46.9105 23.23097 1 Faria Jr & Melo 2007
Euglossa — Euglossa g ) sp Ubatuba Picinguaba 4483707 -23.36245 1 Costa & Francoy 2017
annectans  annectans

Euglossa — Euglossa PR Londrina DB 5123861 -23.4475 3 SpeciesLink
annectans  annectans Godoy

Euglossa Euglossa Brasil PR Londrina Mata dos Godoy -51.25591 -23.4481 36 Ferronato et al. 2017
annectans  annectans

Eug e By gl Brasil SP Mogi das Cruzes Parque das Neblinas  -46.18255 -23.48151 50 SpeciesLink
annectans  annectans

Euglossa — Euglossa ;) SP S&o Paulo Universidade de S0 6 01500 2348214 1 SpeciesLink
annectans  annectans Paulo (USP)

Euglossal B lg oSS P Sio Sebastido llha Bela 45228  -235039 2 SpeciesLink
annectans  annectans

Euglossa Euglossa Brasil SP S&o Sebastido Boraceia -45.86972 -23.63083 9 Present study
annectans  annectans

Slgjogse o Brasil SP Sales6polis Estacdo Ecologica 5 geems 9363333 19 SpeciesLink
annectans  annectans da Boracéia

Euglossa — Euglossa g op Séo Paulo Morumbi Park 4672504 -23.63549 53 SpeciesLink
annectans  annectans

Euglossa — Euglossa 5 SP Cotia ReservaFlorestalde ¢ 9535 937083 5 SpeciesLink
annectans  annectans Morro Grande

Euglossa Euglossa Brasil SP Mogi das Cruzes Parque da Neblina -46.16333  -23.74806 22 Present study
annectans  annectans

Euglossa — Euglossa g 0 pp Tapejara 5284941 237645 1 Faria Jr & Melo 2007
annectans  annectans

Euglossa — Euglossa ;) SP S#o Sebastido Parque Estadual de 45 4964 238311 1 SpeciesLink
annectans  annectans llhabela

Euglossa Euglossa Brasil PR Telemaco borba Faz Morro Alegre- 5070081 -24.08805 47:5 Glan_gare!ll et al. 2015;
annectans  annectans Klabin SpeciesLink
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Determin.

Espécies Antenrior Pais UF Localizacédo Local especifico Longitude Latitude N Referéncias
Euglossa Euglossa . Fazenda Monte

annectans  annectans Brasil PR Telemaco Borba Alegre - Klabin -50.55722  -24.21167 26 Present study
Euglossa — Euglossa g PR Palotina Campus UFPR 53.84204 -24.29315 2 Margato-Aloisio 2016
annectans annectans

Euglossa Euglossa Brasil PR Palotina PE Séo Camilo -53.91749  -24.313 1 Sidney & Goncalves
annectans annectans

Euglossa = Euglossa: g RJ Sossego do Itambé 47.96938 -24.36542 1 Tonhasca et al. 2002
annectans annectans

Euglossa — Euglossa g ., sP Sete Barras FazendaMorrodo 4796660 2436669 5 Boff et al. 2015
annectans annectans Caplm

Euglossa Euglossa . i i Giangarelli et al. 2015b;
annectans annectans Brasil SP Ilha do Cardoso 47.94452 -25.14939 11 Present study
Euglossa Euglossa . Reserva Natural i i e SpeciesLink; Present
annectans  annectans Brasil PR Guaraquegaba Salto Morato 48.29778  -25.18167 8, 46; 119 study; Giangarelly 2015
Euglossa Euglossa Brasil PR Guaraquecaba Parque Nacional do 0 1op0s o5 33139 12: 60 SpeciesLink, Present
annectans  annectans Superagui study

Euglossa — Euglossa ;) PR Antonina 4871915 -25.42791 22 Faria Jr & Melo 2007
annectans annectans

e PR Morretes 48.82274 -25.47752 7 Faria Jr & Melo 2007
annectans annectans

Euglossa — Euglossa gy pg Alexandra 4863513 -2555042 17 Faria Jr & Melo 2007
annectans annectans

Euglossa — Euglossa oo niina  Missiones  Porto iguazil 5454378 -25.62275 7 Faria Jr & Melo 2007
annectans annectans

Euglossa — Euglossa g .oy pg Foz do Iguagu Parque Nacional do g5, 43099 563580 1760  SpeciesLink: This study
annectans annectans Iguagu

Euglossa — Euglossa gy o Joinvile Joinvile 4904306 -26.20667 35 Present study
annectans annectans

Euglossa — Euglossa g g Joinvile 4895108 2624157 3 Faria Jr & Melo 2007
annectans annectans

Euglossa — Euglossa = ) sC S FIEAEED €0 48.65515 -26.2903 2 Faria Jr & Melo 2007
annectans annectans Sul

Euglossa Euglossa Brasil RS Tenente Portela -53.7124 -27.34041 4 Faria Jr & Melo 2007
annectans annectans
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Espécies ieterm_m. Pais UF Localizagdo Local especifico Longitude Latitude N Referéncias
ntenrior
Euglossa Euglossa . . . Santo Ant6nio de i i 20 Cortopassi-Laurino et
annectans  annectans Brasil SC Florianopolis Lishoa 48.51962 -27.50318 (larvae) al. 2010
. Cortopassi-Laurino et
Unidade de 23 )
Euglossa Euglossa Brasil SC Florianopolis Conservacéo -48.51244  -27.53063  (larvae); al. 20_09’ Paxton et al.
annectans  annectans ) i 2009; Kamke et al.
Ambiental Desterro 21; 30 2011
Euglossa = Euglossa’ == =g g Florianépolis Dunas, proximoa g 4a195 2762352 1 SpeciesLink
annectans  annectans Lagoa da Conceigdo
Euglossa — Euglossa sc Morro da Pipa 48643  -27.83916 11 Kamke et al. 2011b
annectans  annectans
Euglossa Euglossa . x . i i .
annectans  annectans Brasil SC Sao Martinho 48.92885 -28.10701 2 Faria Jr & Melo 2007
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Apéndice | - Localidades (nome da reserva, municipio e estado), codigo da localidade, coordenadas genética e tamanho de amostral (n) de
Euglossa iopoecila colizada ao longo da Mata Atlantica Brasileira.

Localidade ID Latitude Longitude n
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Vila Gloria, Séo Francisco do Sul, SC SC 26°14'38.00"S 48°38'18.00"W 10
Superagui Island, Guaraquegaba, PR PR1 25°23'11.00"S 48°13'57.00"W 10
Reserva Natural Salto Morato, Guaraquecaba, PR PR2 25°17'24.02"S 48°19'02.01"W 10
Parque Estadual Ilha do Cardoso, Cardoso Island, Cananéia, SP SP1 25°08'48.00"S 47°56'47.00"W 10
Mainland, Cananéia, SP SP2 25°01'02.65"S 47°55'10.50"W 10
Parque Estadual de Ilhabela, llhabelha, SP SP3 25°50'39.00"S 45°21'23.00"W 10
Parque Estadual da Serra do Mar, Sdo Sebastido, SP SP4 23°46'11.00"S 45°36'24.00"W 10
Parque Estadual da Serra do Mar (Picinguaba), Ubatuba, SP SP5 25°21'51.00"S 44°49'25.00"W 10
Reserva Bioldgica Unido, Casimiro de Abreu/Rio das Ostras/ Macaé,

R RJ 22°25'39.02"S 42°02'27.70"W 10
Reserva Biologica Sooretema, Linhares, ES ES 19°03'45.72"S 40°07'07.36"W 9
Parque Nacional do Descobrimento, Itamaraju, BA BAl 17°08'56.18"S 39°22'21.03"W 10
Parque Estadual da Serra do Conduru, Ilhéus, BA BA2 14°43'39.22"S 39°06'48.86"W 10
Reserva Ecol6gica Michelin, Igrapitna, Bahia BA3 13°46'31.56"S 39°09'13.93"W 3
Estacdo Ecoldgica de Murici, Murici, AL AL 09°11'24.63"S 35°52'53.68"W 4
Total 126




Apéndice J - Lista de ocorréncias utilizadas para a constru¢do dos modelos de nicho ecoldgico para Euglossa iopoecila.
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ID Espécie Latitude Longitude @ UF Cidade Localidade Fonte Sinonimia
) ) ) ) Nemésio A (2009) Zootaxa o
1  Euglossa iopoecila -8.723137 -35.85241 PE Jaqueira RPPN Frei Caneca as E. roubiki
2041:242pp
Nemesio and Santos-
2  Euglossa iopoecila = -9.00266 -35.84526 AL Ibatengura Usina Serra Grande Junior(2014) Bras Jour Biol @ as E. roubiki
74:S78-S92
Nemesio and Santos-
3 Euglossa iopoecila  -9.179589 -35.90246 AL Murici ESEC Murici Junior(2014) Bras Jour Biol as E. roubiki
74:578-S92
) ] Santa o Ferrari and Melo (2014) ] ]
4  Euglossa iopoecila = -12.85261 -39.47884 BA . Serra Jiboia ) ) as E. iopoecila
Teresinha Apidologie 45:641-652
] ] Peruguetti et al (1999) Rev
5  Euglossa iopoecila  -13.37272 -39.09984 BA Valenca as E. chalybeata
Bras Zool 16:101-118
] ] . Reserva Ecologica Nemesio (2014) Bras Jour Biol o
6 | Euglossa iopoecila @ -13.83383 -39.249 BA Igrapitina o as E. roubiki
Michelin 74:16-22
] ] Parque Estadual Serra Nemesio (2011) Zootaxa o
7  Euglossa iopoecila  -14.49622 -39.13697 BA Urugaca as E. roubiki
do Conduru 2821:47-54
) ] Parque Estadual Serra Nemesio (2011) Zootaxa o
8 | Euglossa iopoecila | -14.49652 -39.13283 BA Urugaca as E. roubiki
do Conduru 2821:47-54
) ] Faria Jr and Melo(2007). Rev ] ]
9  Euglossa iopoecila  -14.84203 -39.29246 BA Itabuna as E. iopoecila
Bras Entomol 51:275-284
) ] ] Nemesio (2013) Bras Jour Biol o
10 Euglossa iopoecila = -15.16866 -39.0647 BA Una REBIO Una site 1 as E. roubiki

73:347-352
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ID Espécie Latitude Longitude @ UF Cidade Localidade Fonte Sinonimia
) ) ) Nemesio (2013) Bras Jour Biol o
11 Euglossa iopoecila -15.174 -39.06128 BA Una REBIO Una site 2 as E. roubiki
73:347-352
) ) ) Nemesio (2013) Bras Jour Biol o
12 ' Euglossa iopoecila @ -15.18336 -39.067 BA Una REBIO Una site 3 as E. roubiki
73:347-352
Proximidades do )
) ) Ferrari and Melo (2014) ) )
13 Euglossa iopoecila  -15.39302  -39.56395 BA Camacan PARNA  Serra das . . as E. iopoecila
Apidologie 45:641-652
Lontras
) ] Santa Mariado = RPPN Duas Barras, Nemesio (2012) Spixiana o
14 | Euglossa iopoecila = -16.40609 -40.04732 MG as E. roubiki
Salto Site 2 35:109-116
) ] Santa Mariado RPPN Duas Barras, Nemesio (2012) Spixiana o
15 Euglossa iopoecila  -16.41171 -40.06213 MG as E. roubiki
Salto Site 3 35:109-116
] ] Santa Mariado = RPPN Duas Barras, Nemesio (2012) Spixiana o
16 = Euglossa iopoecila = -16.41454 -40.05384 MG . as E. roubiki
Salto Site 1 35:109-116
) ] ] Nemesio (2013) Bras Jour Biol o
17 Euglossa iopoecila  -16.48427 -39.15655 BA Porto Seguro PARNA Pau Brasil as E. roubiki
73:375-381
) ) ] Nemesio (2013) Bras Jour Biol o
18 ' Euglossa iopoecila | -16.49417 -39.2679 BA Porto Seguro PARNA Pau Brasil as E. roubiki
73:375-381
. ) as E. roubiki and E.
) ) PARNA Nemseio (2013) Bras Jour Biol = )
19 Euglossa iopoecila  -16.88505 -39.35394 BA Porto Seguro . iopoecila
Descobrimento 73:437-446 )
respectively
Faria Jr and Melo(2007). Rev
o PARNA . o
20 Euglossa iopoecila  -17.13083  -39.39401 BA Prado Bras Entomol 51:275-284; this = as E. iopoecila

Descobrimento

study
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ID Espécie Latitude Longitude @ UF Cidade Localidade Fonte Sinonimia
) ) Teixeira de Nemésio A (2009) Zootaxa o
21 Euglossa iopoecila -17.51194 -39.74034 BA ] as E. roubiki
Freitas 2041:242pp
) ) Conceigéo da Faria Jr and Melo(2007). Rev ) .
22 Euglossa iopoecila = -18.5473 -39.73903 ES as E. iopoecila
Barra Bras Entomol 51:275-285
) ] ] Ferrari and Melo (2014) ] ]
23 Euglossa iopoecila  -18.99192 -40.129 ES Linhares REBIO Sooreta ) ) as E. iopoecila
Apidologie 45:641-652
) ] ] Ferrari and Melo (2014) ] ]
24 | Euglossa iopoecila | -19.15199 -40.019 ES Linhares Reserva Vale ) ) as E. iopoecila
Apidologie 45:641-652
) ] Peruguetti et al (1999) Rev
25 Euglossa iopoecila  -19.82402 -40.323 ES Aracruz as E. chalybeata
Bras Zool 16:101-118
] ] Domigos PNM Domingos Nemésio A (2009) Zootaxa o
26 = Euglossa iopoecila | -20.36151 -40.65451 ES . . as E. roubiki
Martins Martins 2041:242pp
] ] ) Peruquetti et al (1999) Rev
27 Euglossa iopoecila  -20.63304 -40.55975 ES Guarapari as E. chalybeata
Bras Zool 16:101-118
] ] Campos dos Tonhasca et al (2012)
28 Euglossa iopoecila | -21.88162 -41.85283 RJ PE Desengano ) ) as E. chalybeata
Goytacazes Biotropica 34:416-422
) ] ] ) Ferrari and Melo (2014) ] ]
29 Euglossa iopoecila  -22.42701 -42.04299 RJ Rio das Ostras ~ REBIO Uniéo ) ) as E. iopoecila
Apidologie 45:641-652
) ] ; Ramalho et al. (2009) Rev Bras ] ]
30 Euglossa iopoecila = -22.59994 -42.46656 RJ Embau as E. iopoecila
Entomol 53:95-101
) ] ] Ferrari and Melo (2014) ] ]
31 Euglossa iopoecila  -23.20805 -44.822 RJ Paraty Serra da Bocaina as E. iopoecila

Apidologie 45:641-652
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ID Espécie Latitude Longitude @ UF Cidade Localidade Fonte Sinonimia
. as E. chalybeata
) ] o Rocha-Filho and Garofalo ]
32 Euglossa iopoecila = -23.35955 -44.78769 SP Ubatuba PESM - Picinguaba ) iopoecila, E.
(2013) J Inse Scien 13(23)1-4; )
lopoecila
) . 3 . . Penha et al (2015) Apidologie . )
33 Euglossa iopoecila  -23.73821 -45.70028 SP Sdo Sebastifo PESS-Juquei as E. iopoecila
46:346-358
) . . Penha et al (2015) Apidologie . )
34 | Euglossa iopoecila | -23.88617 -45.37501 SP Ilhabela PESS-Juquei as E. iopoecila
46:346-358
) ] Fazenda Morro Mattozo et al (2011) Pap ] ]
35 Euglossa iopoecila  -24.36682 -47.96675 SP Sete Barras . as E. iopoecila
Capim Avulsos Zool 51:505-515
) ] Estacdo Ecologica Peruquetti et al (1999) Rev as E. chalybeata
36 Euglossaiopoecila -24.39143  -47.12484 SP Iguape B ] ] ]
Juréia-Itatins Bras Zool 16:101-118 iopoecila
Faria Jr and Melo (2007). Rev
) ) ) ) Bras Entomol 51:275-284; ) )
37 Euglossa iopoecila  -25.023 -47.95338 SP Cananéia PESM-cananeia ) _ asE. iopoecila
Penha et al (2015) Apidologie
46:346-358
Faria Jr and Melo (2007). Rev
) ) Bras Entomol 51:275-284; ) )
38 Euglossa iopoecila  -25.11281  -47.99344 SP llha do Cardoso PEIC ) ~asE. iopoecila
Penha et al (2015) Apidologie
46:346-359
) . Faria Jr and Melo (2007). Rev . )
39 Euglossa iopoecila | -25.24447 -48.4864 PR Guaraquecaba as E. iopoecila
Bras Entomol 51:275-284
) ) ) ] ] Mattozo et al (2011) Pap ] ]
40 Euglossa iopoecila @ -25.31342 -48.65716 PR Antonina RN Rio Cachoeira as E. iopoecila

Avwvulsos Zool 51:505-515
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ID Espécie Latitude Longitude @ UF Cidade Localidade Fonte Sinonimia
. . ’ ) Faria Jr and Melo (2007). Rev ) .
41 Euglossa iopoecila -25.52196 -48.57336 PR Paranagua CBSM - Paranagua as E. iopoecila
Bras Entomol 51:275-285
. . Faria Jr and Melo (2007). Rev ) .
42 | Euglossa iopoecila  -25.54803 -48.63331 PR Alexandra as E. iopoecila
Bras Entomol 51:275-286
) . . . Faria Jr and Melo (2007). Rev ] ]
43 Euglossa iopoecila  -25.81008 -48.56436 PR Matinhos CBSM - Matinhos as E. iopoecila
Bras Entomol 51:275-286
. . L Faria Jr and Melo (2007). Rev ] ]
44  Euglossa iopoecila = -26.22634 -48.95324 SC Joinvile as E. iopoecila

Bras Entomol 51:275-287




Apéndice K — Distribuicdo das diferencas entre pares de sequéncias de 640 pb do gene cytb em 120 amostras de Euglossa annectans.
*Haplotipos fixados, grafico ilustrativo.
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