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SUZUKI, Karen Mayumi. Abordagens genéticas voltadas para o conhecimento de
diferentes aspectos da biologia de abelhas Euglossini. 2013. 150 f. Tese (Doutorado em
Genética e Biologia Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, 2013.

RESUMO

Euglossa constitui o género mais diverso em numero de espécies da tribo Euglossini, com
mais de 110 espécies reconhecidas. Porém, algumas questdes tém sido levantadas em relacao
as espécies de Euglossa. O presente trabalho fez uso de diferentes técnicas moleculares para
tentar responder algumas questdes genéticas envolvendo as abelhas Euglossini, em destaque:
questdes taxondmicas e filogenéticas, especialmente as relacionadas a varias espécies de
Euglossa com ocorréncia reconhecida para a Mata Atlantica; e, aspectos ligados a origem de
individuos ginandromorfos e intersexos. O presente trabalho utilizou o sequenciamento de
parte das regides COI, CytB e 16S rDNA do DNA mitocondrial e regido 28S rDNA do DNA
nuclear a fim de tentar elucidar o real status taxondmico de Euglossa iopoecila ¢ Euglossa
roubiki. Foi realizada a analise de distancia genética segundo o modelo K2P, para a regiao
barcode de Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki bem como analises filogenéticas (maxima
parcimonia (MP), maxima verossimilhanca (ML) e andlise bayesiana). Os dados da regido
barcode, do gene CytB e dos genes concatenados foram utilizados para a construgdo de redes
de haplotipos. Os dados concatenados de todos os genes resultaram em 3125 caracteres
utilizados nas analises. Os valores baixos (<0,3%) de distdncia genética (modelo K2P)
encontrados entre os individuos de E iopoecila e E. roubiki e as analises de maxima
parcimonia, maxima verossimilhanga ¢ bayesiana, bem como as redes de haplotipos indicam
ser estas uma mesma espécie. Igualmente, foi utilizado o sequenciamento de parte das regides
COl, 16S e 28S, para delinear a filogenia de espécies do género Euglossa da Mata Atlantica e,
realizar as analises filogenéticas (MP, ML e analise bayesiana). Os dados concatenados de
todos os genes resultaram em 2311 caracteres utilizados nas andlises. As arvores filogenéticas
encontradas no presente trabalho sustentam os resultados de outros que apontam Euglossella
como grupo irmdo dos outros subgéneros de Euglossa; ainda, alguns ramos se mostraram
parafiléticos corroborando os resultados de outros trabalhos, que apontam um agrupamento
entre Glossura, Glossurella e Glossuropoda. Os resultados obtidos reforgam a necessidade de
uma revisdo dos subgéneros de Euglossa. Para o estudo de um individuo ginandromorfo de
Euglossa melanotricha foram utilizados nove marcadores microssatélites, que indicaram ser
este um organismo haploide ou homozigoto para os locos analisados. Em relac¢do ao individuo
de E. melanotricha, os resultados indicam se tratar de um organismo intersexo, pois este
possui partes femininas e masculinas (tecidos) e é geneticamente uniforme.

Palavras-chave: Abelhas das orquideas. Euglossa. Seqiienciamento. Microssatélite.
Filogenia. Ginandromorfismo.



SUZUKI, Karen Mayumi. Genetic approaches designed to understand different aspects of
the biology of Euglossini bees. 2013. 150 f. Thesis (Doutorado em Genética ¢ Biologia
Molecular) — Universidade Estadual de Londrina, 2013.

ABSTRACT

Euglossa is the most diverse genus in number of species of the tribe Euglossini, with more
than 110 species described. However, some questions have been raised regarding Euglossa
species. Therefore, this study describes different molecular techniques adressed to answer
some genetic questions about Euglossini bees, including: taxonomic and phylogenetic aspects
involving different Euglossa species with recognized occurrence to Atlantic Forest domain;
and, aspects potentially related to the genetic of gynandromorph and intersex individuals. We
used sequencing of regions of COI and 16S rDNA CytB mitochondrial DNA and 28S rDNA
regions of nuclear DNA to elucidate the taxonomic status of Euglossa iopoecila and
Euglossa. roubiki. We performed the analysis of genetic distance according to K2P model for
the ‘barcode’ region of E. iopoecila and E. roubiki and phylogenetic analyzes (maximum
parsimony (MP), maximum likelihood (ML) and Bayesian analysis). Data from the ‘barcode’,
CytB gene and genes concatenated were used to construct haplotype networks. The
concatenated data of all genes resulted in 3,125 characters used in the analysis. Low values
(<0.3%) of genetic distance were identified between individuals of E. iopoecila and E. roubiki
while MP, ML, Bayesian analyses and haplotype networks suggest that they belong to the
same species.Also, we used the sequencing of the regions COI, 16S and 28S to perform
phylogenetic analysis (MP, ML and Bayesian analysis) of Euglossa, including several species
from Atlantic Forest biome. The concatenated data of all genes resulted in 2,311 characters
used in the analysis. The phylogenetic analyses support the results of other studies that
consider Euglossella as sister group of the other subgenera of Euglossa; also the identification
of some paraphyletic branches corroborate the results of other studies, which indicate a group
between Glossura, Glossurella and Glossuropoda. The results suggest the need for a more
detailed revision of the subgenera of Euglossa. Nine microsatellites were used to analyze an
anomalous individual of E. melanotricha, which revealed to be a homozygous or a
hemizygous for all loci analyzed. Our findings indicate that the organism of E. melanotricha
analyzed is an intersex, since both female and male body parts (tissue) of this individual were
genetically uniform.

Keywords: Orchid bees. Euglossa. Sequencing. Microsatellite. Phylogeny. Gynandromorphy.
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estados do Parand, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Bahia, Espirito Santo e
Alagoas. Os valores entre parénteses indicam o nimero de individuos
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roubiki; CN — Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso
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Arvore gerada por Neighbor-Joining com base nos parimetros de
distancia genética K2P (Kimura-2-Parameter) a partir das 665
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Arvore de maxima parciménia (MP) de 65 amostras de Euglossa
iopoecila e Euglossa roubiki de diferentes localidades considerando
3125 caracteres dos genes COI, CytB, 16S e 28S. Os valores de
bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS5.1 com
1000 permutagdes. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki;
CN — Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP);
SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SS — Sdo Sebastidao (SP); SU
— Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)]. Sete amostras
representando as espécies Euglossa ignita, Euglossa imperialis,
Euglossa annectans, Euglossa pleosticta, Eulaema cingulata, Eufriesea
violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os
nameros correspondem aos valores de bootstrap. Foram excluidos

valores de bootstrap abaixo de 50%0.......c.ccieveeieiiieieeieieeieeeee e

Arvore de maxima verossimilhanca (ML) de 65 amostras de Euglossa
iopoecila e Euglossa roubiki de diferentes localidades considerando
3125 caracteres dos genes COI, CytB, 16S e 28S. Os valores de
bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS5.1 com
1000 permutagdes. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki;
CN — Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP);
SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SS — Sao Sebastido (SP); SU
— Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)]. Sete amostras
representando as espécies Euglossa ignita, Euglossa imperialis,
Euglossa annectans, Euglossa pleosticta, Eulaema cingulata, Eufriesea
violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os
nimeros correspondem aos valores de bootstrap.Foram excluidos

valores de bootstrap abaixo de 50%0.......c.cceveeririeieieieieiesee e e

Arvore filogenética criada a partir dos dados da anélise bayesiana gerados a
partir de 3125 caracteres dos genes COI, CytB, 16S e 28S de 65 amostras de
Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki de diferentes localidades usando o
programa MrBayes 3.1.2. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki;
CN — Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM —
Reserva Natural Salto Morato (PR); SS — Sao Sebastido (SP); SU — Ilha de
Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)]. Sete amostras representando as espécies
Euglossa ignita, Euglossa imperialis, Euglossa annectans, Euglossa
pleosticta, Eulaema cingulata, Eufriesea violacea e Apis mellifera foram
usadas como grupo externo. Os numeros correspondem as probabilidades

posteriores, sendo excluidos valores abaixo de 50%.........uvvvvvvvvrvverererrreverrrernreennns

Rede de relacionamento entre os 10 hapldtipos gerados pela andlise de
665 caracteres da sequéncia barcode do gene COI de 65 amostras de
Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki de 11 localidades. As cores
referem-se as localidades. O tamanho dos circulos refere-se a frequéncia
de cada haplétipo. Linhas entre haplotipos indicam apenas um passo
mutacional. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN —
Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM —
Reserva Natural Salto Morato (PR); SS — Sao Sebastido (SP); SU — Ilha

de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)].....cccccveriiiieiiieeeeeeeeeeiee e
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Rede de relacionamento entre os 22 hapldtipos gerados pela andlise de
754 caracteres da sequéncia do gene CytB de 65 amostras de Euglossa
iopoecila e Euglossa roubiki de 11 localidades. As cores referem-se as
localidades. O tamanho dos circulos refere-se a frequéncia de cada
haplotipo. Linhas entre haplétipos indicam apenas um passo
mutacional. Numeros em vermelho indicam o nimero de passos
mutacionais quando esses sdao maiores do que um. [iop - Euglossa
iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN — Cananéia (SP); IB — Ilha Bela
(SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato
(PR); SS — Sao Sebastido (SP); SU — Ilha de Superagui (PR); UB —
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Rede de relacionamento entre os 49 haplotipos gerados pela analise de 3125
caracteres da sequéncia dos genes COI, CytB, 16S ¢ 28S de 65 amostras de
Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki de 11 localidades. As cores referem-se
as localidades. O tamanho dos circulos refere-se a frequéncia de cada
haplotipo. Linhas entre haplétipos indicam apenas um passo mutacional.
Numeros em vermelho indicam o ntimero de passos mutacionais quando esses
sdo maiores do que um. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN
— Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM —
Reserva Natural Salto Morato (PR); SS — Sado Sebastido (SP); SU — Ilha de
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Relacao entre as taxas de transi¢des (s) e transversdes (v) em relagdo a
distancia genética para o conjunto de dados concatenados (barcode,

COlI, 16S ¢ 28S) das amostras de Euglossa analisadas .............c.cccevveurennenne.

Relacdo entre as taxas de transi¢des (s) e transversdes (v) em relacdo a
distancia genética (K2P) nas amostras de espécies de Euglossa para as
regioes dos genes: COI (regido barcode); COI (regido posterior ao

barcode); subunidade ribossomal 16S; subunidade ribossomal 28S..............

Arvore filogenética criada a partir dos dados da analise bayesiana
gerados a partir de 665 caracteres da regido barcode do gene COI de
108 amostras de 28 espécies de Euglossa usando o programa MrBayes
3.1.2. Trés amostras representando as espécies Eulaema cingulata,
Eufriesea violacea ¢ Apis mellifera foram usadas como grupo externo.
Os numeros correspondem as probabilidades posteriores, sendo excluidos
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Arvores de maxima parcimonia (MP) e maxima verossimilhanga (ML)
de 108 amostras de 28 espécies de Euglossa. Analise realizada a partir
de 665 caracteres da regidao barcode do gene COI. Os valores de
bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS.1 com
1000 permutagdes. Trés amostras representando as espécies Eulaema
cingulata, Eufriesea violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo
externo. Os nimeros correspondem aos valores de bootstrap. Foram

excluidos valores de bootstrap abaixo de 50% .......cceevvveveveeieecrieciecieeneee,
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Arvore filogenética criada a partir dos dados da analise bayesiana
gerados a partir de 562 caracteres da regido posterior ao barcode do
gene COI de 108 amostras de 28 espécies de Euglossa usando o
programa MrBayes 3.1.2. Trés amostras representando as espécies
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Arvore de maxima parcimonia (MP) de 108 amostras de 28 espécies de
Euglossa. Analise realizada a partir de 2311 caracteres dos genes COI,
16S e 28S. Os valores de bootstrap foram calculados no programa
computacional MEGAS5.1 com 1000 permutagdes. Trés amostras
representando as espécies Eulaema cingulata, Eufriesea violacea e Apis
mellifera foram usadas como grupo externo. Os numeros correspondem
aos valores de bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo
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Arvore de maéxima verossimilhanca (ML) de 108 amostras de 28
espécies de Euglossa. Analise realizada a partir de 2311 caracteres dos
genes COI, 16S e 28S. Os valores de bootstrap foram calculados no
programa computacional MEGAS.1 com 1000 permutagdes. Trés
amostras representando as espécies Eulaema cingulata, Eufriesea
violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os
numeros correspondem aos valores de bootstrap. Foram excluidos
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Individual of Euglossa melanotricha with male and female phenotypic
characteristics. a: side view (right), b: side view (left), c: front view of
the head; d: scutellum with a scutellar tuft (as observed in the female of
this species), e: view of the abdomen showing the sting; f : ventral view
of the sting; g: dorsal view, h: metatibia (left) with the presence of slit,
i: metatibia (right) with Corbicula; j: mesotibia (left) with velvety area

and basal and distal cushions; k : mesotibia (right side) .........cccccevvervrennennne.
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Capitulo 1

INTRODUCAO

A ordem Hymenoptera, que compreende as abelhas, vespas e formigas
(BROTHERS, 1999; RABELING; KRONAUER, 2013) ¢ a quarta maior, dentro da classe de
insetos, em numero de espécies descritas (125.000 espécies), apos Coleoptera, Lepidoptera e
Diptera (GRIMALDI; ENGEL, 2005; FLOYD et al., 2009).

Em relagdo as abelhas, estas sdo importantes componentes dos ecossistemas
terrestres, principalmente em relagdo ao seu papel de polinizadores (GRIMALDI; ENGEL,
2005; ZAYED, 2009).

Apesar do papel fundamental das abelhas para o desenvolvimento e
manutengdo de ecossistemas, bem como na importancia destes polinizadores para a
agricultura, varios autores tém relatado a ocorréncia de um declinio nas populagdes de abelhas
(KREMEN; RICKETS, 2000; BYRNE; FITZPATRICK, 2009; ZAYED, 2009). Alguns
fatores t€m sido propostos para explicar este declinio, como perda e fragmentagao de habitats,
uso excessivo de pesticidas, espécies invasoras as quais competem com espécies nativas e
ainda mudangas climaticas locais (KREMEN; RICKETS, 2000; ZAYED, 2009). Estes fatores
prejudicariam nao sé a preservagcdo das populagdes de abelhas, bem como das espécies
vegetais relacionadas a elas o que reforga a necessidade de medidas de conservagao destes
importantes polinizadores.

Porém, o sucesso nos esforcos em ecologia e conservagdo depende do
conhecimento do status taxondmico das espécies a serem preservadas (FRANKHAM et al.,
2002; WHEELER, 2009), o fato das espécies ndo serem conhecidas ou nao serem

corretamente identificadas (como por exemplo populagdes de espécies cripticas) dificulta a
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compreensdo € a conservacao destes organismos (FRANKHAM et al., 2002; WHEELER,
2009; ZAYED, 2009).

Cerca de 20.000 espécies de abelhas ja foram descritas (GRIMALDI;
ENGEL, 2005; ZAYED, 2009), porém ¢ provavel que existam muitas espécies a serem
descobertas e catalogadas (MICHENER, 2000).

As abelhas das orquideas, pertencente a familia Apidae, subfamilia Apinae,
tribo Euglossini, formam um grupo com pouco mais de 200 espécies, (MICHENER, 2007).
Embora o status de tribo para o grupo seja adotado por Michener (2007) e Moure et al.
(2012), este tem sido amplamente tratado como uma subtribo (Euglossina) de Apidae
(SILVEIRA et al., 2002; NEMESIO, 2009).

A tribo Euglossini apresenta uma ampla distribuicdo geografica no
continente americano tropical, sendo encontrada desde o sul do Texas, nos Estados Unidos, e
norte do México até a regido central da Argentina e dominios do Paraguai (MICHENER,
1974, DRESSLER, 1982a; ROUBIK; HANSON, 2004). Assim, embora tenha uma
distribui¢cdo primariamente Neotropical, existem espécies com ocorréncia reconhecida para o
sul dos Estados Unidos (MINCKEY; REYES, 1996; SKOV; WILEY, 2005).

Esta tribo se originou, provavelmente, por volta de 42 a 38 milhdes de anos,
na América do Sul, onde ocorre o maior niimero de espécies (REBELO, 2001). Com base em
dados moleculares estimou-se que a sua diversificacdo teria se dado em época geologica
relativamente recente, aparentemente nos ultimos 20 a 15 milhdes de anos (DICK et al., 2004;
RAMIREZ et al., 2010).

As abelhas Euglossini sdo conhecidas popularmente como ‘“abelhas das
orquideas”, denominacdo decorrente do habito dos machos visitarem com frequéncia, mas nao
de forma exclusiva, flores da familia Orchidaceae na procura de esséncias aromaticas

(DRESSLER, 1982a; ACKERMAN, 1983; ROUBIK; HANSON, 2004). Embora este
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comportamento de coleta de esséncias nao se encontre ainda totalmente elucidado, a hipdtese
mais provavel ¢ que o mesmo esteja relacionado com a comunicagdo e acasalamento nestas
abelhas (DODSON et al., 1969; DRESSLER, 1982a; ELTZ et al., 1999; CAMERON, 2004;
ELTZ et al., 2007). As fragrancias armazenadas por machos mais velhos consistem em
misturas complexas de terpenodides e compostos aromaticos (ELTZ et al., 1999), misturas
estas espécie-especificas e adquiridas apo6s varias visitas a diversos recursos (ELTZ et al.,
2005).

A coleta e dispersao de compostos aromaticos pelos machos euglossineos estao
associadas com a presenga de modificagdes morfoldgicas exclusivas. Por exemplo,
determinadas modificagdes morfologicas presentes nas pernas dos machos Euglossini estdo
claramente envolvidas com a coleta de perfumes (DRESSLER, 1968; DRESSLER, 1982a;
KIMSEY, 1987). Dentre estas modificagdes destaca-se o aumento em tamanho e espessura da
tibia do terceiro par de pernas, correspondente a glandula tibial, com fun¢do no
armazenamento de perfumes (DRESSLER, 1982a). Ainda de acordo com este autor, tufos de
pélos presentes nos tarsos do primeiro par de pernas t€ém também fun¢do relacionada com a
coleta de fragrancias.

A tribo Euglossini reune abelhas de lingua longa, algumas vezes ultrapassando
em extensdo o tamanho do corpo destes insetos (DRESSLER, 1982a; MICHENER, 2007;
BORRELL, 2005). Varias espécies apresentam colorido metalico, enquanto outras,
especialmente do género Eulaema apresentam coloragdo escura nao metalica, com
ornamentacdes na forma de faixas no abdomen e de tamanho relativamente grande
(DRESSLER, 1982a; ROUBIK; HANSON, 2004).

As abelhas Euglossini tém sido consideradas por diversos autores como um
grupo de abelhas solitarias ou exibindo uma organizacdo social incipiente, a exemplo da

organizagdo comunal (RAMfREZ et al.,, 2002; CAMERON, 2004), onde varias fémeas
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compartilham um mesmo local de ninho, mas ndo trabalham de forma cooperativa dividindo
tarefas (MICHENER, 1974).

Por outro lado, Garofalo (1985) sugere que niveis mais avangados de
organiza¢ao social sdo observados para algumas espécies, a exemplo de Euglossa cordata L.,
espécie que apresenta organizacdo primitivamente eussocial. Outros estudos tém sido
realizados e confirmam que niveis mais elaborados de organizagdo social ocorrem em outras
espécies de Euglossa (AUGUSTO; GAROFALO, 2004, 2007, 2010).

Assim, tendo em vista que a tribo Euglossini é a tUnica tribo de abelhas
corbiculadas (Apini, Bombini, Meliponini & Euglossini, sensu MICHENER, 2007) que
apresenta niveis variados de organizacdo social (ZUCCHI et al., 1969; DRESSLER, 1982a;
CAMERON; RAMIREZ, 2001; RAMIREZ et al., 2002; AUGUSTO; GAROFALO, 2004,
2007, 2010; CARDINAL; DANFORTH, 2011), esta t€ém sido objeto de interesse de estudos
relacionados a evolugdo e organizacdo de tal comportamento em Apidae (SOUCY et al.,
2003; AUGUSTO; GAROFALO, 2004, 2007; COCOM PECH et al., 2008; CARDINAL;
DANFORTH, 2011).

Os Euglossini representam um componente importante de florestas tropicais no
continente americano, onde podem em alguns casos constituir até 25% da fauna de abelhas
local (ROUBIK; HANSON, 2004). Na regidao Neotropical, existe um niimero estimado de 600
a 700 espécies de Orchidaceae, grande parte pertencentes a subfamilia Catasetinae,
exclusivamente dependentes das visitas de machos euglossineos para obterem sucesso na
polinizagdo cruzada (ACKERMAN, 1983, ROUBIK; HANSON, 2004). Além disso, mais de
40 familias de plantas s3o polinizadas tanto por machos quanto por fémeas de Euglossini
(ZUCCHI et al., 1969; DRESSLER, 1982a; RAMIREZ et al., 2002; ROUBIK; HANSON,

2004; ROCHA-FILHO et al., 2012).
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Apesar do importante papel ecoldgico desempenhado por tais abelhas e pelo
proprio interesse que o grupo desperta por sua beleza e peculiaridade, o fato de possuir
abelhas muito ariscas, de voo rapido e dificeis de serem observadas, esta tribo comegou a ser
mais estudada e conhecida a partir da década de 1960, com a descoberta de que os machos
podiam ser atraidos por esséncias aromaticas artificiais (WILLIAMS; DODSON, 1972;
DRESSLER, 1982a; REBELO, 2001; CAMERON, 2004). A partir de entdo, o uso de iscas-
aromaticas permitiu um amplo conhecimento, nas ultimas quatro ou cinco décadas, da riqueza
do grupo (DRESSLER, 1982a; ANJOS-DA-SILVA; REBELO, 2006; OLIVEIRA, 2006;
RAMIREZ, 2006; RASMUSSEN; SKOV, 2006; NEMESIO, 2009; FARIA; MELO, 2011;
HINOJOSA-DIAZ; ENGEL, 2011; NEMESIO, 2013).

Em relacdo aos estudos genéticos envolvendo essas abelhas, estes ainda sdo
escassos, especialmente quando se considera a diversidade e a importancia ecoldgica do
grupo. Nas ultimas décadas, o avanco no conhecimento e dominio de diferentes técnicas
moleculares t€ém permitido a realizagdo de estudos genéticos voltados a um maior
conhecimento da tribo Euglossini.

Estas técnicas moleculares tém sido aplicadas, gerando informacgdes
importantes para estudos tais como: estudos taxondmicos (LOPEZ-URIBE; DEL LAMA,
2007; RAMIREZ et al., 2010), filogenéticos (MICHEL-SALZAT et al., 2004), populacionais
(CERANTOLA et al., 2010; SUZUKI et al., 2010; ZIMMERMANN et al., 2011; FREIRIA et
al., 2012; NEMESIO et al., 2012), para determinagio de machos diploides (ROUBIK et al.,
1996; TAKAHASHI et al., 2001; ZAYED et al., 2004; LOPEZ-URIBE et al., 2007; SOUZA
et al., 2010), que estimam a frequéncia de acasalamento de fémeas e estrutura sociogenética
de algumas espécies (SOUZA et al., 2007; ZIMMERMANN et al., 2011), além da construgao
de novas ferramentas para abordagens genéticas como primers de microssatélites (SOUZA et

al., 2007; PAXTON et al., 2009; LOPEZ-URIBE et al., 2011). Mas, como destacado, ainda
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existem varias questdes a serem respondidas, de modo que a utilizagdo de ferramentas
genéticas podem auxiliar nestas resolucdes. Algumas destas questdes sdo tratadas

separadamente a seguir.

QUESTOES TAXONOMICAS E FILOGENETICAS ENVOLVENDO AS ABELHAS EUGLOSSINI

Neste caso, merece destaque o fato que diversas espécies da tribo Euglossini,
especialmente do género Euglossa, se encontram em situagdo duvidosa quanto ao real status
taxondmico, sendo alvo de discussdo na literatura (FARIA JR; MELO, 2007; NEMESIO,
2009). Tais duvidas relacionam-se, por exemplo, a validade no uso da coloragdo do
tegumento para a descri¢do e identificagio de espécies (ver NEMESIO, 2009).

Dos cinco géneros de Euglossini (Euglossa, Eulaema, Eufriesea, Exaerete e
Aglae) (Figura 1), Euglossa ¢ o mais rico em niimero de espécies, com mais de 110 espécies
reconhecidas (RAMIREZ et al., 2010), distribuidas em seis subgéneros (Glossuropoda,
Glossura, Glossurella, Dasystilbe, Euglossella e Euglossa s.s.) e 12 grupos de espécies
(DRESSLER, 1978; DRESSLER, 1982b,c,d; CAMERON, 2004).

As abelhas deste género possuem coloracdo metalica brilhante, que varia do
verde ao dourado ou acobreado, ou ainda do verde para o azul e o violeta (CAMERON, 2004;
ROUBIK; HANSON, 2004). Em relacdo ao tamanho do corpo, sdo menores do que as
pertencentes aos outros géneros de Euglossini (MICHENER, 2007, CAMERON, 2004),

variando de 9-19 mm (MICHENER, 2007).
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Figura 1 — Machos de abelhas Euglossini (Apidae): exemplares de cinco espécies
representantes de cinco géneros. (a) Aglae caerulea (Modificado de Ramirez et
al. (2010)); (b) Eulaema cingulata; (c) Exaerete smaragdina; (d) Eufriesea
violacea; (e¢) Euglossa roderici (Amorim, J.A.).

As espécies de Euglossa se encontram distribuidas predominantemente do
México até a Argentina (Figura 2) (NEMESIO, 2009), embora a distribuicdo de Euglossa
viridissima Friese alcance o sul dos Estados Unidos (SKOV; WILEY, 2005; PEMBERTON;
WHEELER, 2006). Aproximadamente 35 destas espécies estdo presentes na regido da Mata
Atlantica (NEMESIO, 2009), além disto, novas espécies tém sido descritas, de modo que a

riqueza destas abelhas ainda é subestimada (FARIA JR; MELO, 2012).
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Figura 2 — Area de distribuicdo das espécies de Euglossa (Apidae, Euglossini) (em verde).

Inicialmente Cockerel (1917) sugere a criagdo do subgénero Glossura para
incluir espécies com aparelhos bucais alongados e escutelo bigiboso, de modo que as demais
espécies formariam o subgénero Euglossa s.str. Moure (1967) para agrupar as espécies que
possuiam machos com mandibulas tridentadas acrescentou o terceiro subgénero Euglossella.
Dressler (1978) cria o quarto subgénero Dasystilbe para incluir espécies que compartilhavam

caracteristicas de Glossura e Euglossella, além de fazer uma abordagem dos quatro
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subgéneros existentes até entdo. Neste mesmo trabalho, Dressler separou as espécies descritas
de Euglossa em 12 grupos (HINOJOSA-DIAZ, 2010)..

Posteriormente, Dressler (1982c) e Moure (1989) sugeriram o agrupamento de
mais dois subgéneros: Glossurella ¢ Glossuropoda, respectivamente (ROUBIK; HANSON,
2004). Cada um dos grupos de Euglossa possui uma espécie representativa, assim, 0s grupos
foram distribuidos nos subgéneros: Glossuropoda (dois grupos: intersecta e rugilabris),
Glossura (dois grupos: piliventris ¢ stellfeldi), Glossurella (grupo bursigera), Dasystilbe
(grupo villosa), Euglossella (grupo viridis) e Euglossa (cinco grupos: analis, viridissima,
cybelia, purpurea e cordata) (CAMERON, 2004).

Até meados de 2004 esta classificagdo em subgéneros e grupos se manteve,
com a maioria dos trabalhos de taxonomia baseados em analises morfoldgicas e, ainda, sem a
contribuicdo de trabalhos que analisassem a filogenia do grupo (CAMERON, 2004). Porém,
mesmo alguns trabalhos que usavam dados morfologicos passaram a contestar algumas
posi¢des de subgéneros e grupos de Euglossa (BEMBE, 2004; FARIA JR; MELO, 2007;
HINOJOSA-DIAZ, 2010).

Bembé (2004) fez uma revisdo do grupo cordata, um dos 12 grupos propostos
para Euglossa. Neste seu estudo, com base em caracteres morfologicos, o autor reconhece
cinco subgéneros para o género Euglossa e ndo seis como anteriormente proposto por
Dressler (1978, 1982,b,c,d), mostrando o aparecimento de possiveis discordancias entre os
diferentes estudos, a medida que novas revisdes sdo realizadas.

Faria Jr e Melo (2007) sugerem a transferéncia de Euglossa stellfeldi, antes
pertencente ao subgénero Glossura, para Glossurella, de modo que Glossura se tornaria um
grupo mais homogéneo. Neste mesmo trabalho, os autores sugerem a hipotese de “variagdo de
coloracdo latitudinal” de algumas espécies de Euglossini presentes na Mata Atlantica,

afirmando que a varia¢do na coloracdo das espécies seria uma caracteristica intraespecifica
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causada possivelmente por influéncias fisioldgicas e/ou relacionadas a umidade do ambiente.
Um exemplo importante ¢ a espécie Euglossa iopoecila Dressler, distribuida ao longo da
Mata Atlantica e que possui coloragdo variada, sendo predominantemente verde ao norte de
sua distribuicdo (Espirito Santo e Bahia) e azul a violeta ao sul de sua distribui¢do (Parana e
Santa Catarina) (FARIA JR; MELO, 2007).

Esta hipotese de “variag@o de coloragao latitudinal” foi contestada por Nemésio
(2009), que propos a hipotese denominada de “fendmeno vermelho/azul” na qual afirma a
possivel ocorréncia de uma sele¢do de individuos com coloragdo predominantemente
vermelha a verde em baixas latitudes e individuos predominantemente azuis em altas
latitudes, surgindo, portanto, novas espécies. Este mesmo autor reconhece Euglossa roubiki
Nemésio como uma nova espécie, com base na coloragdo verde que apresenta, separando esta
de Euglossa iopoecila, de coloragdo azul/violeta. Além destas duas espécies, discordancias
também tém surgido quanto a classificagao e status de outras espécies de Euglossa, a exemplo
de Euglossa anodorhynchi Nemésio e Euglossa townsendi Cockerell, que também
apresentam, respectivamente, coloracdo azul mais ao sul do Brasil e verde em por¢des mais
ao norte de sua distribuicdo (FARIA JR; MELO, 2007). Para Nemésio (2009), estas sao
espécies distintas. E, mais recentemente vem sendo reconhecidas como tal (MOURE et al.,
2012). Euglossa stellfeldi Moure e E. annectans Dressler representam outras duas espécies
que tém gerado discussdes sobre serem ou ndo uma unica espécie (FARIA JR; MELO, 2007;
NEMESIO, 2009), embora tal discussdo néio envolva diferengas na cor do tegumento.

Outras discussoes sobre os questdes taxonomicas envolvem ainda as espécies:
Euglossa solangeae Nemésio e Euglossa stellfeldi Moure (NEMESIO, 2007), sendo a
primeira espécie reconhecida mais recentemente como sinonimia da segunda (MOURE et al.,
2012); Euglossa (Euglossella) jacquelynae Nemésio ¢ Euglossa viridis Perty, consideradas

espécies distintas por Nemésio (2007; 2009) e reconhecidas como uma Unica espécie no
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catalogo Moure (MOURE et al., 2012). Neste caso, E. jacquelynae ¢é tratada como sinonimia
de E. viridis. Estes sdo apenas alguns exemplos de varias discussdes taxondmicas envolvendo
espécies de Euglossa. Outras discussdes incluem também espécies de Eulaema (NEMESIO,
2009).

Ainda, trabalhos com base em dados morfologicos como de Hinojosa-Diaz e
Engel (2011) que revisaram o subgénero Euglossella, propuseram a divisdo deste em dois
grupos, adicionando decorata ao grupo viridis ja existente em classificagdes anteriores,
Hinojosa-Diaz (2010) propde uma reformulagdo em Glossura, Glossuropoda e Glossurella,
os quais formaram alguns ramos parafiléticos na filogenia a partir de dados de caracteres da
genitalia dos machos. A fim de elucidar algumas divergéncias de trabalhos que envolviam
analises morfologicas e de contribuir para uma melhor compreensdo das relagdes filogenéticas
de Euglossini (em relagdo as tribos de corbiculados, aos géneros do grupo ou ainda as
relacdes de espécies dentro dos diferentes géneros) trabalhos comegaram a ser desenvolvidos
com a utilizagdo de dados moleculares (CAMERON, 1993; ASCHER et al., 2001; RAMIREZ
et al., 2010) ou moleculares agregados a dados morfolégicos (CAMERON; MARDULYN,
2001; MICHEL-SALZAT et al., 2004).

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas
moleculares t€ém contribuido significativamente para o estudo das relagdes filogenéticas e
identificacdo de espécies de varios grupos de abelhas (FRANCISCO et al., 2001; BRITO;
ARIAS, 2005; KEKECOGLU et al., 2009; ZAYED, 2009). Contudo, sem duvida alguma, a
técnica de sequenciamento de determinadas regides dos genomas mitocondrial e nuclear esta
entre as mais amplamente utilizadas em analises filogenéticas. Particularmente em estudos
com abelhas, esta técnica vem sendo empregada por diferentes autores, incluindo estudos com
abelhas corbiculadas, como abelhas da tribo Meliponini (COSTA et al., 2003; ARIAS et al.,

2006; RASMUSSEN; CAMERON, 2007), diferentes subespécies de Apis (tribo Apini)
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(ARIAS; SHEPPARD, 1996), Bombus (tribo Bombini) (CAMERON; WILLIAMS, 2003),
abelhas da tribo Euglossini (MICHEL-SALZAT et al., 2004; RAMIREZ et al., 2010), além de
abelhas de outras familias como Halictidae (DANFORTH, 1998; DANFORTH et al., 1999;
DANFORTH et al., 2003) e Megachilidae (PRAZ et al., 2008).

Vérios genes mitocondriais ¢ nucleares t€ém sido utilizados em analises
filogenéticas envolvendo abelhas, com destaque para os genes CO1, 16S rDNA, CytB e ND2
(ARIAS; SHEPPARD, 1996; COSTA et al., 2003; ARIAS et al., 2006; RASMUSSEN;
CAMERON, 2007). Entre os genes nucleares que tém sido investigados em estudos
filogenéticos com estes insetos destacam-se os genes da proteina rodopsina (RASMUSSEN;
CAMERON, 2007), espagadores transcritos internos (ITS) 1 e 2 do gene de RNA ribossomico
(KUHLMANN et al., 2007) e o EF-1a ou fator de alongamento alfa-1 (KUHLMANN et al.,
2007; RASMUSSEN; CAMERON, 2007).

O DNA mitocondrial tem como caracteristicas importantes a auséncia de
recombina¢do, heranca materna (na maioria das espécies) e altas taxas de mutacdo, em
comparacdo com o genom nuclear, podendo, portanto, ser usado para detectar efeitos
evolutivos mais recentes (FRANKHAM et al., 2008). O genoma mitocondrial de animais
(incluindo o DNAmt de abelhas) possui tamanho em torno de 15 a 20Kb e 37 genes, 13 do
quais codificam subunidades de enzimas que participam da fosforilacdo oxidativa e da cadeia
de transporte de elétrons: citocromo B (CytB, subunidades I-III do citocromo ¢ oxidase (COI
(ou COLl), COII e COIIl), subunidades 6 e 8 do complexo ATP sintetase (ATPase6 e
ATPase8), 7 subunidades da NADH desidrogenase (ND1-6 e ND4L); 2 genes que codificam
os TRNAs 12S e 16S que formam as subunidades do ribossomo mitocondrial e 22 genes que
codificam os tRNAs necessarios durante o processo da tradu¢gdo do DNAmt
(WOLSTENHOLME, 1992; BOORE, 1999; CHA et al., 2007). Em abelhas corbiculadas, o

tamanho do genoma mitocondrial encontrado por sequenciamento foi de 16.343pb em Apis



Capitulo 1 Introducao 29

meliffera L. (CROZIER; CROZIER, 1993) e 16.434pb em Bombus ignitus Smith (CHA et al.,
2007).

Outro segmento do DNAmt que tem se mostrado util em analises taxondmicas
e filogenéticas corresponde a regido denominada de barcode (cédigo de barras), a qual faz
parte do gene da subunidade 1 da citocromo oxidase (CO1). O segmento barcode tem sido
empregado para a criagdo de um sistema universal de inventario de espécies com base no
padrio molecular deste fragmento (FREZAL; LEBLOIS, 2008). Varios trabalhos tém
demonstrado a eficiéncia do DNA barcode para a identificacdo de possiveis espécies cripticas
(HERBERT et al., 2004; SHEFFIELD et al., 2009), o que o torna importante nos estudos que
visem a deteccdo de espécies com problemas taxondmicos.

Os genes nucleares, em relagdo aos genes mitocondriais, evoluem de forma
lenta, por isto sdo uma fonte valiosa de dados para a resolugdo de filogenias a nivel familiar
de abelhas (DANFORTH et al., 2006). Em 2006 o chamado “The Honeybee Genome
Sequencing Consortium” publicou o genoma completo de Apis melliffera, gerando
informagdes uteis para estudos relacionados com a evolugdo do comportamento social, bem
como proporcionando uma fonte importante de dados para usos posteriores em filogenia
(THE HONEYBEE GENOME SEQUENCING CONSORTIUM, 2006).

Lopez-Uribe e Del Lama (2007) analisaram os segmentos dos genes
mitocondriais 16S e CytB de trés espécies de Euglossa com base nas técnicas de
sequenciamento ¢ PCR-RFLP (Reagdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismos no
Comprimento de Fragmentos de Restri¢cdo), e observaram que, enquanto o segmento do gene
16S se mostrou mais informativo na discriminagao de espécies, o segmento do CytB mostrou-
se mais eficiente para as analises comparativas de grupos de espécies.

Um estudo com Euglossini, publicado por Ramirez et al. (2010), com base em

locos mitocondriais e nucleares, estabeleceu as relagdes filogenéticas entre os cinco géneros
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da tribo e também entre os subgéneros ¢ grupos de Euglossa. As relagdes entre alguns
subgéneros (ex. Glossura e Glossurella), como em Hinojosa-Diaz (2010), apresentaram
ramos que misturavam espécies dos dois subgéneros e ainda grupos de espécies que precisam
de novos estudos para ser melhor elucidados. Embora o estudo de Ramirez et al. (2010) tenha
sido um trabalho extenso e importante para o entendimento das relagdes filogenéticas de
Euglossa (Figura 3) e da tribo como um todo, algumas espécies de Euglossa com ocorréncia
endémica a Mata Atlantica, ou ainda com ocorréncia nido exclusiva a este bioma, mas
frequentemente presentes nos diferentes ecossistemas da Mata Atlantica, ndo foram
analisados. Varias destas espécies estdo entre aquelas que tém sido alvo de discussdo sobre
seu status taxondmico e continuam carecendo de analises genéticas que possam embasar

melhor a sua condi¢io taxondmica (NEMESIO, 2009).
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Figura 3 — Cladograma bayesiano da tribo Euglossini publicado por Ramirez et al. (2010). Os
valores de suporte abaixo dos ramos correspondem aos bootstraps gerados via
maxima parsimonia; os valores acima dos ramos correspondem as probabilidades
posteriores bayesianas.
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ANALISES GENETICAS X INDIVIDUOS GINANDROMORFOS DE EUGLOSSINI

Outra questao envolvendo o estudo de abelhas das orquideas, bem como de
outros grupos de abelhas, relaciona-se a ocorréncia de individuos ginandromorfos na natureza.
Diversos estudos tém relatado a ocorréncia de organismos ginandromorfos ou intersexos entre
os insetos da ordem Hymenoptera (MICHEZ et al., 2009;. NARITA et al., 2010). Em termos
morfoldgicos, ginandromorfos e intersexos podem ser definidos como organismos que
apresentam simultaneamente caracteristicas de macho e fémea em um mesmo individuo
(NARITA et al, 2010; NEGRI; PELLECCHIA, 2012; TULGETSKE; STOUTHAMER,
2012). Os organismos ginandromorfos possuem tecidos geneticamente e fenotipicamente
quiméricos (masculinos e femininos) e os organismos intersexos sdo geneticamente
uniformes, mas com todas ou algumas partes dos seus tecidos com fenotipo sexual diferente
do seu sexo genético (NARITA et al., 2010; NEGRI; PELLECCHIA, 2012).

Os estudos sobre estes organismos podem ser uteis para a compreensao do
mecanismo de determinagdo sexual de diversos grupos de artropodes (NARITA et al., 2010) e
do desenvolvimento embrionario dos organismos estudados (YOSHIZAWA et al., 2009).

Nos ultimos anos, quatro casos de ginandromorfismo em abelhas Euglossini
foram publicados por diferentes autores (URBAN; MOURE, 2002; GIANGARELLI; SOFIA,
2011; HINOJOSA-DIAZ et al., 2012; SILVEIRA et al., 2012).

Por se tratarem de organismos com sistema genético haplodiploide, as
abelhas, assim como outros himenopteros, tornam-se organismos especialmente interessantes
para o estudo genético voltado a elucidagdo dos mecanismos relacionados a origem e
desenvolvimento do ginandromorfismo.

Embora na literatura atual haja vérios registros de ginandromorfismo em
abelhas e de descrigdes quanto as variacdes nas caracteristicas fenotipicas encontradas pelos

diferentes autores (GONZALEZ, 2004; ENGEL, 2007; LUCIA et al., 2009; MICHEZ et al.,
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2009; SAMPSON et al., 2010; GIANGARELLI; SOFIA, 2011), at¢ o momento os
mecanismos genéticos envolvidos no surgimento de tais organismos ainda & pouco
compreendido.

Como mencionado anteriormente, as abelhas, assim como os demais
Hymenoptera, possuem um sistema haplodiploide de determinacdo sexual, no qual as fémeas
se desenvolvem a partir de ovos fecundados (diploides) e os machos se desenvolvem a partir
de ovos ndo fecundados (haploides), por um tipo de partenogénese denominada arrenotoquia
(CRUZ-LANDIM, 1984; MICHENER, 2007; BEYE et al., 2003).

O mecanismo de determinacdo sexual mais aceito na atualidade para
abelhas ¢ o chamado sistema sI-CSD (Complementary sex determination), composto de um
loco multialélico. Este sistema foi inicialmente proposto a partir de um estudo de
endocruzamento com machos diploides de vespas da espécie Bracon hebetor, na época
conhecida como Habrobracon juglandi (WHITING, 1943). Posteriormente verificou-se a
ocorréncia do mesmo sistema para diversas espécies de Hymenoptera, incluindo as abelhas
(VAN WILGENBURG et al., 2006).

De acordo com esse modelo, a ploidia do organismo, combinada com a
expressdo dos alelos da regido genomica csd (complementary sex determiner) determina o
fenotipo sexual da abelha. Em organismos haploides originados por partenogénese o loco
CSD estd em hemizigose, o que determinaria o fendtipo de macho. J& em organismos
diploides, se o loco CSD estd em heterozigose acarreta a ocorréncia do fenétipo fémea e em
homozigose ocorre a formagdo de um macho diploide (COOK, 1993; VAN WILGENBURG

et al., 2006; SANCHEZ, 2008; ZAYED, 2009) (Figura 4).



Capitulo 1 Introducao 34

Figura 4 — Modelo de determina¢do sexual de abelhas baseado no sistema CSD
(Complementary sex determination). Baseado em Beye et al., 2003.
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Hasselmann et al. (2008) sugerem que o gene csd evoluiu a partir da
duplicagdo do gene fem (feminizer). A ocorréncia de alelos em heterozigose para o loco CSD
promove a expressdo de um fator responsavel pelo splicing do RNAm do gene fem (descrito
em abelhas Apidae) envolvido no desenvolvimento de fémeas. Quando o loco estd em
homozigose ou hemizigose nao ocorre a formagao do produto adequado e, sem o splicing, ndo
ha a tradugdo completa do fem (HASSELMMAN et al., 2008; RABELING; KRONAUER,
2013).

Dobata et al. (2012), foi um dos trabalhos sobre ginandromorfos que se
destacou por fazer uso de técnicas genéticas conjuntamente as andlises morfologicas. Neste
trabalho foram utilizados marcadores microssatélites para a andlise de um individuo
ginandromorfo da formiga Diacamma sp. A partir de uma analise envolvendo quatro locos de
microssatélites estes autores puderam inferir que os tecidos do ginandromorfo com

caracteristicas femininas possuiam alelos consistentes com sua heranga biparental (diploide),
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enquanto que a maioria dos tecidos com caracteristicas masculinas possuiam alelos indicando
a possivel ocorréncia de androgénese (origem paterna dos tecidos) (haploide). Tais resultados
mostraram, portanto, que o individuo analisado de Diacamma sp. mostrou tratar-se de fato de
um individuo ginandromorfo, pelo fato do mesmo apresentar uma combinagdo quimérica de
gendtipos haploides e diploides nos tecidos analisados.

Paxton et al. (2009) argumenta que a natureza codominante dos marcadores
microssatélites pode ser uma importante ferramenta na investigacdo sobre a ploidia de
espécies abelhas. De fato, tais marcadores t€ém sido empregados e se mostrado eficientes na
determinagdo do parentesco entre individuos de uma mesma colonia (COWAN; STAHLHUT,
2004). Além disto, tém auxiliado no estudo de casos de machos diploides em abelhas das
orquideas (SOUZA et al., 2010). Contudo, at¢ o momento, a literatura atual carece de mais
estudos usando os marcadores microssatélites na elucidagao de aspectos genéticos envolvendo
o ginandromorfismo em abelhas. Mesmo a questdo dos machos diploides continua a espera de
maiores analises.

Com base no exposto acima, o presente trabalho fez uso de diferentes
técnicas moleculares para tentar responder algumas questdes genéticas envolvendo as abelhas
Euglossini, em destaque: questdes taxondmicas e filogenéticas, bem como a questio
ginandromorfo Versus intersexo.

O trabalho sera apresentado em forma de capitulos, sendo cada capitulo

composto de um artigo completo.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Investigar, com base em analises moleculares, as relagdes taxondmicas envolvendo
algumas espécies de Euglossa com status taxondmico duvidoso, bem como as relagdes
filogenéticas entre diferentes espécies deste género. Caracterizar geneticamente um individuo

de uma espécie de Euglossa com morfologia ginandromorfa.

OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1) Analisar individuos das espécies E. iopoecila e E. roubiki, por meio de sequenciamento de
fragmentos dos genes COI, 16S e CytB do DNA mitocondrial e 28S rDNA, para contribuir
com informagdes sobre o status taxondmico destas espécies e ainda inferir se elas compdem

populacdes de uma mesma espécie.

2) Analisar representantes do género Euglossa, amostrando espécies de ocorréncia na Mata
Atlantica, por meio de sequenciamento de fragmentos das regides dos genes COI, 16S do
DNA mitocondrial e 28S rDNA, a fim de obter dados sobre as relagdes filogenéticas deste

grupo, bem como dos subgéneros aos quais estas pertencem.

3) Descrever morfologicamente um individuo da espécie E. melanotricha Moure, 1967, que
apresenta caracteristicas morfologicas de macho e fémea e, com base em marcadores
microssatélites, obter informagdes sobre o gen6tipo nas diferentes partes do seu corpo. Inferir,
a partir dos dados de morfologia e moleculares, se o individuo da espécie E. melanotricha, se

constitui em um organismo ginandromorfo ou intersexo.
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Resumo

O género Euglossa possui mais de 110 espécies descritas, das quais algumas ainda carecem de
estudos taxonomicos mais detalhados. Alguns estudos tem mostrado que Euglossa iopoecila,
distribuida ao longo da Mata Atlantica na costa leste brasileira, possui coloragdo variada,
sendo predominantemente verde nos limites mais ao norte e de cor azul a violeta nos limites
mais ao sul de sua distribui¢do. A cor verde do corpo foi usada para atribuir status de espécie
a Euglossa roubiki diferenciando-a de Euglossa iopoecila, de colora¢do azul/violeta. O
presente trabalho utilizou o sequenciamento de parte das regides COI, CytB e 16S rDNA do
DNA mitocondrial e regido 28S rDNA do DNA nuclear a fim de tentar elucidar o real status
taxondmico de tais abelhas. Foi realizada a andlise de distancia genética segundo o modelo
K2P (Kimura-2-Parameter distance model), para a regido barcode bem como analises
filogenéticas (maxima parcimdnia, maxima verossimilhanca e andlise bayesiana) para a
analise dos fragmentos mitocondriais e nuclear. Os dados da regido barcode, do gene CytB e
dos genes concatenados foram utilizados para a constru¢do de redes de haplodtipos. Foram
amplificados por PCR fragmentos com tamanhos de 562pb (barcode), 665pb (regido COI
posterior ao barcode), 754pb (CytB), 360pb (16S) ¢ 817pb (28S). Os dados concatenados
resultaram em 3125 caracteres. Os valores baixos (<0,3%) de distancia genética (modelo
K2P) entre os individuos de E iopoecila e E. roubiki ¢ as analises de maxima parcimonia,
maxima verossimilhanga e bayesiana, bem como as redes de haplotipos indicam ser estas uma
mesma espécie. Porém, ndo se descarta a possibilidade de que existam diferencas genéticas

relacionadas as diferencas de coloragdo apresentada por tais abelhas.

abelhas das orquideas/ taxonomia/ barcode/ mtDNA/ coloracdo do tegumento
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INTRODUCAO

As abelhas da tribo Euglossini, popularmente conhecidas como abelhas das orquideas,
representam um componente importante de florestas tropicais no continente americano, onde
podem constituir até 25% da fauna local de abelhas (Roubik e Hanson 2004). O grupo retine
cerca de 250 espécies, pertencentes a cinco géneros: Euglossa, Eulaema, Eufriesea, Exaerete
e Aglae (Nemésio & Rasmussen 2011). Destes, Euglossa é o mais rico em namero de
espécies, com mais de 100 espécies reconhecidas (Bembé 2004; Cameron 2004; Nemésio
2009), distribuidas em seis subgéneros (Glossuropoda, Glossura, Glossurella, Dasystilbe,
Euglossella e Euglossa s.s.) (Cockerell 1917; Moure 1968; Dressler 1978; Dressler 1982b,c,d;
Cameron 2004; Ramirez et al. 2010).

Particularmente dentro do género Euglossa, varias discordancias tém surgido quanto a
classificagdo e status de diferentes espécies em razdo de incertezas da validade de alguns
caracteres morfoldgicos usados na caracterizagdo taxonomica. Um dos aspectos discutidos
relaciona-se a variagdes na colora¢do de diferentes populagdes e/ou espécies de Euglossa, a
exemplo do que acontece com a espécie Euglossa iopoecila Dressler (Dressler 1982b), cuja
taxonomia tem sido debatida em trabalhos recentes (Faria Jr e Melo 2007; Nemésio 2009).

Euglossa iopoecila foi descrita inicialmente como uma subespécie de Euglossa
chalybeata Friese (Euglossa chalybeata iopoecila Dressler) (Dressler 1982b), considerando
principalmente a colorac¢do azul-violeta dos espécimes encontrados nos estados de Sdo Paulo
e Parana (por¢do sul da regido de Mata Atlantica), incluindo o holétipo: Alexandra, Parana,
Brasil, que difere da coloragdo predominantemente verde dos espécimes de E. chalybeata
encontrados na Amazonia e na por¢ao norte da Mata Atlantica (Dressler 1982b).

Roubik (2004) demonstrou que a interpretacdo de Dressler (1982b) sobre a identidade
de Euglossa chalybeata estava equivocada e a posi¢do de Roubik (2004) foi seguida por todos

os autores subsequentes. O estudo de Roubik (2004) sobre a identidade de Euglossa
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chalybeata resultou em dois atos nomenclaturais: a descri¢do de Euglossa orellana Roubik,
que corresponde a espécie que Dressler (1982b) havia interpretado como sendo E. chalybeata,
e a elevagdo de Euglossa iopoecila ao status de espécie. Tanto E. orellana quanto E. iopoecila
sdo membros do subgénero Glossura, que possui como uma das suas caracteristicas
marcantes a presenca de uma glossa bastante longa que pode ultrapassar a extremidade distal
do corpo da abelha (Dressler 1982b).

Faria Jr ¢ Melo (2007) reconhecem E. iopoecila como uma espécie que apresenta
variagdo na coloracdo do tegumento ao longo de sua amplitude de distribuicdo entre os
estados de Santa Catarina ¢ Bahia, na Mata Atlantica brasileira. Segundo estes autores, as
populagdes de E. iopoecila possuem uma coloragdo predominantemente verde no limite mais
ao norte (Espirito Santo e Bahia) e azul a violeta nos limites mais ao sul (desde Sao Paulo até
Santa Catarina). No mesmo estudo, estes autores propdoem uma hipotese de “gradiente de
variag¢do latitudinal” da coloracdo para algumas espécies de Euglossini presentes na Mata
Atlantica, sugerindo que a variagdo na coloragdo seria uma caracteristica intra-especifica
causada possivelmente por influéncias fisioldgicas e/ou relacionadas a umidade do ambiente.

Em contraposi¢do, Nemésio (2009) discute a variacdo de coloragdo das espécies de
Euglossa como um “fendmeno vermelho/azul” e sugere que a variagdo da coloragao do
tegumento ¢ determinada geneticamente. Em seu estudo monografico, este autor propde que a
acdo da selecdo natural sobre as diferentes populagdes resulta na maior ocorréncia de
individuos com coloracdo que variam predominantemente, de vermelha a verde em baixas
latitudes e com coloragdo mais azul em altas latitudes. A partir disto, Nemésio (2009)
reconhece como E. iopoecila apenas aquelas populagdes de coloragdo azul/violeta, com
ocorréncia na por¢ao mais ao sul da Mata Atlantica (estados do Parana e Santa Catarina) na

costa leste do Brasil e propde que as populacdes de coloragdo verde distribuidas na porgao
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mais ao norte (nos estados do Rio de Janeiro a Pernambuco), sejam tratadas como uma
espécie distinta, Euglossa roubiki Nemésio.

Diante das divergéncias que persistem até o momento quanto a classificacdo
taxondmica mais adequada para E. iopoecila ¢ outras espécies de Euglossini, as analises
moleculares baseadas do genoma surgem como uma alternativa promissora para a resolucao
de tais impasses.

Nas ultimas décadas, varios genes mitocondriais e nucleares t€ém sido utilizados em
analises filogenéticas envolvendo abelhas, com destaque para os genes COI, 16S rDNA, CytB
e ND2 (Arias e Sheppard 1996; Costa et al. 2003; Arias et al. 2006; Rasmussen ¢ Cameron
2007; Ramirez et al. 2010).

Também o DNA barcode (codigo de barras), uma regido em especial do gene da
subunidade 1 da citocromo oxidase, tem sido utilizado para a criagdo de um sistema universal
de inventario de espécies com base no padrao molecular deste fragmento (Frézal e Leblois
2008). Varios trabalhos tém demonstrado a eficiéncia do DNA barcode para a identificacdo
de possiveis espécies cripticas (Hebert et al. 2004; Sheffield et al. 2009), o que torna esse
fragmento importante para estudos que visem a detec¢do de espécies com problemas
taxonomicos.

Entre os genes nucleares destacam-se os da proteina rodopsina (Rasmussen e
Cameron, 2007), espacadores transcritos internos (ITS) 1 e 2 do gene de RNA ribossomico
(Kuhlmann et al. 2007), EF-1 ou fator de alongamento alfa-1 (Kuhlmann et al. 2007;
Rasmussen e Cameron, 2007; Ramirez et al. 2010) e 28S rDNA (Hines et al. 2007;
Rasmussen e Cameron 2010).

Em estudos envolvendo as abelhas da tribo Euglossini, Lopez-Uribe e Del Lama
(2007) analisaram os segmentos dos genes mitocondriais 16S e CytB de trés espécies de

Euglossa com base nas técnicas de sequenciamento ¢ PCR-RFLP (Reagdo em Cadeia da
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Polimerase — Polimorfismos no Comprimento de Fragmentos de Restri¢dao) e observaram que,
enquanto o segmento do gene 16S se mostrou mais informativo na discriminacao de espécies,
o segmento do CytB mostrou-se mais eficiente para as analises comparativas de grupos de
espécies.

Ainda, um estudo publicado por Ramirez et al. (2010), com base no sequenciamento
de locos mitocondriais e nucleares, estabelece as relagdes filogenéticas entre os cinco géneros
de Euglossini e também entre os seis subgéneros ¢ doze grupos de Euglossa. Contudo, neste
estudo, varias espécies com ocorréncia endémica a Mata Atlantica, a exemplo de E. iopoecila
e E. roubiki, ndo foram incluidas nas analises, continuando a espera de maiores estudos
moleculares.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar individuos das espécies E.
iopoecila ¢ E. roubiki, por meio de sequenciamento de fragmentos das regioes dos genes COI,
16S e CytB do DNA mitocondrial e 28S rDNA, visando obter informagdes sobre o status

taxondmico destas espécies.

MATERIAIS E METODOS

As coletas dos individuos identificados morfologicamente como Euglossa iopoecila
(Figural: la-1d) e Euglossa roubiki (Figural: 2a-2d) foram realizadas em 11 localidades
pertencentes a seis estados brasileiros (Tabela I; Figura 2), na tentativa de amostrar uma
grande area de distribui¢do destas espécies. Para as analises foi utilizado um total de 65
machos, representando E. iopoecila ¢ E. roubiki; assim como sete amostras [Apis mellifera
(GenBank), Euglossa ignita (Manaus, AM), Euglossa imperialis (Piumhi, MG), Euglossa
annectans (Guaraquegaba, PR), Euglossa pleosticta (Casimiro de Abreu, RJ), Eulaema
cingulata (Sao José de Uba, RJ) e Eufriesea violacea (Londrina, PR)] usadas como grupo

externo.
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Figura 1. Macho de Euglossa iopoecila (1) e macho de Euglossa roubiki (2). a: visao lateral;
b: vista frontal da cabeca; c: mesotibia com areca aveludada e coxins basal e distal; d:
metatibia com presenca de fenda (Fotos: Ferronato, M.C.F.)
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Tabela I. Numero de machos de Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki amostrados por localidade.

44

Espécie Subgénero N° de individuos Localidade Cidade/Estado Coordenadas

Euglossa roubiki Nemésio Glossura 4 Estagdo Ecologica de Murici Murici/AL 09°13°S; 35°52°W
Euglossa roubiki Nemésio Glossura 3 Reserva Natural Vale Linhares/ES 19°10°S; 40°02°W
Euglossa roubiki Nemésio Glossura 3 Reserva Ecologica Michelin Igrapitina/BA 13°50°S; 39°15°W
Euglossa roubiki Nemésio Glossura 10 Reserva Biologica Unido Casimiro de Abrew/RJ  22°26°S; 42°01’W
Subtotal E. roubiki 20

Euglossa iopoecila Dressler Glossura 8 Parque Estadual Serra do Mar Ubatuba/SP 23°21°S; 44°49°W
Euglossa iopoecila Dressler Glossura 6 Parque Estadual de Ilhabela Ilhabela/SP 23°50°S; 45°21'W
Euglossa iopoecila Dressler Glossura 7 Parque Estadual Serra do Mar Sao Sebastido/SP 23°46°S; 45°36'W
Euglossa iopoecila Dressler Glossura 4 Cananéia Cananéia/SP 25°01°S;47°55°W
Euglossa iopoecila Dressler Glossura 7 Iha do Cardoso Cananéia/SP 25°05°S; 47°59°W
Euglossa iopoecila Dressler Glossura 5 Parque Nacional do Superagui Guaraquegaba/PR 25°23°08”S; 48°13°34”W
Euglossa iopoecila Dressler Glossura 8 Reserva Natural Salto Morato Guaraquegaba/PR 25°10°58”S; 48°18°21”"W
Subtotal E. iopoecila 45

Total 65
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Figura 2. Localizagdo dos pontos de coleta de E. iopoecila ¢ E. roubiki nos estados do
Parana, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Bahia, Espirito Santo e Alagoas. Os valores entre
parénteses indicam o nimero de individuos estudados de cada localidade. [iop - Euglossa
iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN — Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do
Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SU — Ilha de Superagui (PR)]. Em
verde estdo representados os remanescentes de Mata Atlantica segundo SOS Mata Atlantica:

http://www.sosma.org.br.
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A metodologia de coleta para a obtencao das amostras envolveu a utilizacao de iscas-
odores para atragdo dos machos euglossineos, segundo metodologia descrita em Sofia e
Suzuki (2004) e Aguiar e Gaglianone (2008). Foram utilizadas iscas-odores para atragcdo dos
machos de E. iopoecila, E. roubiki e das espécies utilizadas como grupo externo. Os machos,
atraidos pelas iscas-odores, foram capturados com o auxilio de rede entomoldgica (Sofia e
Suzuki 2004) ou capturados em armadilhas de garrafas pet (Aguiar e Gaglianone 2008). O
material coletado foi identificado sob estereomicroscopio, com base em uma colecdo de
referéncia.

A metodologia de extragdo do DNA total das abelhas foi baseada em Suzuki et al.
(2010), com modificagdes. Para a obtencdo do DNA foi utilizada a perna posterior direita de
cada individuo analisado. O material foi “picotado” com auxilio de uma tesoura, lisado com
tampao SDS, seguido de extragdes sucessivas com fenol, cloroformio e alcool-isoamilico. O
DNA foi precipitado com etanol, ressuspendido em 30 L de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 8,0) e estocado a -20°C.

A quantificacdo do DNA das amostras foi realizada em fluorimetro DyNA Quant 200
(Hoefer) e o valor obtido foi utilizado nos céalculos das dilui¢des paraa concentragdo de 5 ng/L
de DNA (utilizada nas reagdes de amplificacdo).

Para a analise dos segmentos de DNA das diversas espécies do género Euglossa foi
realizada a amplificagdo via PCR (Polymerase Chain Reaction) de uma porgdo da regido dos
genes COI (subunidade 1 da citocromo oxidase) a partir de dois fragmentos, um
correspondente a regido barcode (primers LepF1 e LepR1; Herbert et al. 2004) e outro
correspondente a porgdo seguinte ao barcode (primers COI1-F e CO1-R; Dick et al. 2004),
CytB (citocromo B) (primers CB-J-10612 ¢ CB-N-11367; Simon et al. 1994) e 16S
(subunidade ribossomal 16S) (primers desenhados no laboratério com base em sequéncias de

abelhas Euglossini depositadas no GenBank 16S-F 5’-CGAGGTCGCAAACATCT e 16S-R
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5’>-TAGCTGCAGTATATTGACT) do DNA mitocondrial. Foi também utilizada parte da
regido 28S (subunidade ribossomal 28S) (primers For28SVesp e Rev28SVesp; Hines et al.
2007) do DNA nuclear.

As reagdes de PCR foram produzidas em um volume total de 15 L, contendo 1,5 L de
tampdo de reagdo 10x, 200 M de cada ANTP, 3,0 mM de MgCl,, 0,5 M de cada primer, 2 L de
DNA, 1 U de Taq polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura para completar o volume. As
amplificagdes foram realizadas em termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.) e o protocolo
foi otimizado de acordo com o par de primers utilizado. As amplificagdes de PCR foram
iniciadas com uma desnaturacdo de 4 minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos (primers da regido
COI: 94°C por 30s, 55°C por 30s e 72°C por 45s; CytB: 94°C por 45s, 48°C por 1min20s e
72°C a 1min40s; 16S: 94°C por 30s, 55°C por 40s e 72°C por 1min; 28S: 94°C por 1min,
55°C por Imin e 72°C por 1minl0s), terminando com uma extensdo final de 10 minutos a
72C.

Para a comprovacdo da amplificagdo, os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,0%. Apds corrida eletroforética os géis foram corados com
brometo de etidio e fotografados em transiluminador sob luz UV, usando-se o sistema da
fotodocumentacao digital Kodak EDAS 290.

Os produtos das PCRs foram purificados por digestdo com 0,5 L de Ilustra’™ ExoStar
(GE Healthcare) e as temperaturas e os tempos de digestdo e inativagdo foram ajustados
conforme recomendacao do fabricante.

Para cada produto de PCR foram realizadas duas reagdes de sequenciamento, uma
reacdo com o primer forward e outra reacdo com o primer reverse. As reacdes de
sequenciamento foram realizadas utilizando o kit “BigDye Terminator v.3.1” (Applied
Biosystems). Estas reagdes foram produzidas em um volume total de 10 L, contendo 2 L do

mix de BigDye, 1 L de tampdo de sequenciamento 5x, 0,5 M do respectivo primer (forward
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ou reverse), de 100-200 ng de amostra purificada (produto da PCR) e agua ultrapura para
completar o volume. As amplificagdes foram realizadas em termociclador (PTC-100, MJ
Research, Inc.): desnaturagdo inicial de 3 minutos a 95°C, seguida de 40 ciclos: 95°C por 15s,
48°C (para os primers da regido CytB) ou 55°C (para os demais primers) por 15s e 60°C por
2min. Posteriormente, foi realizada a precipitagdo das amostras provenientes das reacdes de
sequenciamento conforme recomendacdo do fabricante do kit (Applied Biosystems). Os
produtos da PCR foram submetidos a leitura em sequenciador ABI PRISM® 3500x1 (Applied
Biosystems).

A qualidade dos eletroferogramas foi avaliada com o aplicativo Phred-Phrap e as
sequéncias consenso foram geradas pelo aplicativo CAP3 do pacote computacional
“Electropherogram Quality Analysis” (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph). As
sequéncias foram comparadas com aquelas depositadas no GenBank (NCBI), com o auxilio
da ferramenta “BLAST Search”.

Para o alinhamento das sequéncias foi utilizado o algoritmo Clustal W, dentro do
programa BioEdit v.7.0.5.3 (Hall 1999), sendo o alinhamento produzido checado
manualmente.

A qualidade dos dados moleculares usados nos estudos filogenéticos foi testada por
meio da analise de saturacdo dos dados, via correlagdo entre a distancia genética e as taxas de
transi¢cdes (s) e transversdes (v), com o programa DAMBE (Xia 2000). Para tanto, foi
utilizado o modelo de distancia K2P (Kimura-2-Parameter distance model) (Schneider, 2007).
As taxas de transi¢do e transversdo devem ser diretamente proporcionais as distancias
genéticas, de modo que ndo haja a interseccdo entre as retas que representam a distribui¢ao
dos dados. Neste caso verifica-se a ndo satura¢do dos dados (Schneider 2007), portanto estes

podem ser utilizados nas analises filogenéticas.
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Na andlise de distancia genética das amostras para as sequéncias da regidao COI
correspondente ao barcode, foi utilizado o programa computacional MEGA 5.1 (Tamura et
al., 2011), segundo o modelo K2P, empregando-se o método Neighbor-Joining (NJ) com
bootstrap com 1000 permuta¢des. O Modelo K2P (1980) leva em consideragdo as taxas de
substitui¢do de transi¢do e transversdo, assumindo que as frequéncias de nucleotideos sao as
mesmas e que as taxas de substituicdo ndo variam entre os sitios (Tamura et al. 2007).

Com o mesmo software e modelo de distancia K2P foi calculada a média percentual
de substituigdes de bases por loco das sequéncias entre os grupos de E. iopoecila e E. roubiki
e a distancia entre as sequéncias destes grupos e das sequéncias das outras espécies do grupo
externo. Esta analise foi realizada tanto para as sequéncias de cada uma das regides de genes
amplificados (COI regido barcode e posterior ao barcode, CytB, 16S ¢ 28S), quanto para os
dados de todos os genes concatenados.

Todas as sequéncias obtidas foram concatenadas em uma matriz Unica na tentativa de
construir arvores para a andlise filogenética com o maior nimero de dados possivel. O
programa MEGA 5.1 (Tamura et al. 2011) foi utilizado para as andlises de maxima
parcimdnia (MP) e a robustez dos dados foi testada por bootstrap com 1000 permutagdes. O
mesmo programa foi utilizado para as analises de méaxima verossimilhanga (ML) e para
selecionar o modelo de substituicdo nucleotidica. Nas analises de maxima verossimilhanga, a
matriz de dados foi analisada sob o modelo TRG+G, por meio dos critérios de informagao
bayesiana (BIC) e Akaike (AIC). Os dados foram gerados apds o teste de bootstrap com 1000
permutagdes.

A andlise bayesiana foi realizada pelo programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist e
Huelsenbeck , 2003). As buscas pelo método Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC)
foram feitas por 4.000.000 de geracdes, amostrando uma arvore a cada 100 geragdes, as

primeiras 4000 arvores obtidas nas primeiras geragdes foram excluidas, totalizando 36000
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arvores. Para a visualizacdo dos dados gerados pela andlise bayesiana foi utilizado o
aplicativo Tracer v1.4 (Rambaut e Drummond 2007), em seguida foi utilizado o aplicativo
TreeAnnotator 1.4.8 do pacote de programas BEAST (Rambaut ¢ Drummond 2007), para
realizar o processo de descarte das arvores iniciais € para gerar as arvores de consenso.

O programa DNASP 5.10.01 (Librado & Rozas 2009) foi utilizado para gerar os dados
necessarios para a constru¢do de uma rede de relagdes haplotipicas por meio do programa
NETWORK 4.6.10 (www.fluxus-engineering.com). Foram construidas redes de haplotipos
para as regides barcode e CytB, além de uma rede de hapldtipos para todos os genes

concatenados através do método “median-joining” (Bandelt et al. 1999).

RESULTADOS

Os tamanhos dos fragmentos obtidos por PCR das regides dos genes mitocondriais e
nuclear para as amostras de E. iopoecila ¢ E. roubiki ¢ demais amostras de espécies de
Euglossini foram, aproximadamente: COI - regido amplificada pelos primers do barcode =
665 pb e, regido seguinte ao barcode, amplificada pelos primers COI = 562 pb; CytB = 754
pb, 16S: 360 pb e 28S = 817 pb (Tabela II).

Ap0s o alinhamento e a correcdo manual das sequéncias obteve-se uma matriz com os
seguintes valores de caracteres: 665 para a regidao correspondente ao barcode, 562 para a
regido de COI seguinte ao barcode, 721 para CytB, 360 para 16S ¢ 817 para 28S. Todos os
genes em conjunto totalizaram uma matriz com 3125 caracteres utilizados para as analises

filogenéticas (Tabela II).
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Tabela I1. Tamanho dos fragmentos amplificados por PCR e nimero de caracteres analisados
apos alinhamento e corre¢do das sequéncias das regides dos genes COI, CytB, 16S e 28S das
amostras de E. iopoecila ¢ E. roubiki.

Regiio Tamanho dp_fragmento Nl]merp de caracteres
amplificado apos correcao
COI (barcode) 665 pb 665 caracteres
COI (posterior ao barcode) 562 pb 562 caracteres
CytB 754 pb 721 caracteres
16S 360 pb 360 caracteres
28S 817 pb 817 caracteres
Total 3125 caracteres

Os resultados obtidos pelo teste de saturagdo de substitui¢do para os dados de todos os
genes agrupados indicam que a taxa de transi¢do/transversdo em relagdo a distancia genética
aumenta de forma linear R*(s) = 0,9638 ¢ R*(v) = 0,9904 (F igura 3) e a andlise grafica indica

que os dados ndo estdo saturados.
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Figura 3. Relagdo entre as taxas de transigoes (s) e transversdes (v) em relagdo a distancia
genética (K2P) para o conjunto de dados concatenados (COI, CytB, 16S e 28S) das amostras
de E. iopoecila e E. roubiki.
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Os testes de saturagdo de substituicdo para os dados de todos os genes analisados
separadamente também indicam que a taxa de transi¢do/transversao em relagcdo a distancia
genética aumenta de forma linear (Figura 4), indicando que os dados de cada uma das regides

analisadas ndo estdo saturados.
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Figura 4. Relagdo entre as taxas de transi¢des (s) e transversdes (v) em relagdo a distdncia
genética (K2P) nas amostras de E. iopoecila e E. roubiki para as regides dos genes: COI
(regido barcode); COI (regido posterior ao barcode); CytB; subunidade ribossomal 16S;
subunidade ribossomal 28S.
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As médias de distancias genéticas (substitui¢des de bases por loco) K2P entre
espécies, de acordo com 3125 posi¢des nos genes COI, CytB, 16S e 28S, variaram de 0,3% a
16,7% (Tabela III). Para todas as sequéncias concatenadas, os valores médios de distancia
genética encontrados foram: a) 0,3%, entre E. iopoecila e E. roubiki; b) de 1,8% a 5,9%, entre
as demais espécies de Euglossa, ressaltando, neste caso, que os menores valores de distancia
envolvendo E. iopoecila e E. roubiki e as demais espécies do subgénero Glossura foram
observados para E. ignita; c) de 9% a 11,3% entre os géneros de Euglossini e, d) acima de

14% para as espécies de Euglossini em relacdo a Apis meliffera (Tabela III).

Tabela I11. Média de distancia genética K2P entre espécies, de acordo com 3125 caracteres
dos genes COI, CytB, 16S e 28S. Diagonal inferior: médias; diagonal superior: desvio padrao

(s).

Espécies A.mel El.nig Ef.vio E.ann E.ple E.imp E.ign E.iop E.rou
Apis mellifera - 0,80% 0,60% 0,80% 0,70% 0,70% 0,70% 0,70% 0,70%
Eulaema nigrita 16,70% - 0,60% 0,60% 0,60% 0,60% 0,70% 0,70% 0,70%
Eufriesea violacea 14,60% 10,20% - 0,60% 0,60% 0,60% 0,60% 0,60% 0,60%
E. pleosticta 15,00% 11,30% 9,10% - 0,40% 0,40% 0,50% 0,40% 0,40%
E. annectans 14,80% 11,20% 9,20% 4,80% - 0,40% 0,50% 0,40% 0,40%
E. imperialis 14,50% 10,80% 9,20% 5,30% 4,50% - 0,40% 0,30% 0,30%
E. ignita 14,70% 11,00% 9,50% 5,90% 5,10% 3,70% - 0,20% 0,20%
E. iopoecila 14,00% 10,80% 9,00% 5,30% 4,50% 3,00% 1,80% - 0,10%
E. roubiki 14,10% 10,80% 9,10% 5,30% 4,50% 3,00% 1,90% 0,30% -

A andlise de distancia genética K2P a partir dos 665 caracteres obtidos para a regido
correspondente ao barcode (porgdo 5’ do gene da citocromo oxidase I) resultou em um valor
médio de distancia genética entre E. iopoecila e E. roubiki de 0,23% (Tabela IV). As médias
percentuais de substitui¢des de base por loco, dos pares de sequéncias entre os grupos
(considerando as sequéncias das 72 amostras analisadas e todas as posi¢des dos cddons), sdo

apresentadas na Tabela I'V.
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Tabela IV. Média de distancia genética K2P entre espécies analisando 665 caracteres do gene
COl regido barcode. Diagonal inferior: médias; diagonal superior: desvio padrio (s).

Espécies A.mel El.nig Ef vio E.ple E.ann E.imp E.ign E.iop E.rou
Apis mellifera (A. mel) - 2,26% 2,23% 2,15% 2,17% 2,17% 2,15% 2,19% 2,18%
Eulaema nigrita (EI. nig)  23,61% - 1,46% 1,49% 1,51% 1,35% 1,40% 1,38% 1,36%
Eufriesea violacea (Ef. vio) 20,48% 10,09% - 1,18% 1,18% 1,30% 1,33% 1,29% 1,28%
E pleosticta (E. ple) 24,72% 12,36% 7,33% - 0,85% 0,94% 1,03% 1,07% 1,06%
E annectans (E. ann) 23,67% 12,74% 7,75% 5,13% - 0,78% 0,94% 0,84% 0,81%
E. imperialis (E. imp) 23,88% 11,44% 8,39% 5,95% 4,17% - 0,71% 0,59% 0,57%
E. ignita (E. ign) 24,50% 11,61% 8,38% 6,93% 5,95% 3,54% - 0,51% 0,48%
E. iopoecila (E. iop) 24.95% 11,43% 8,41% 7,28% 4,83% 2,59% 1,82% - 0,14%
E. roubiki (E. rou) 24,76% 11,26% 8,19% 7,12% 4,67% 2,45% 1,68% 0,23% -

A distancia entre as demais espécies de Euglossa variou de 1,68% (entre E. roubiki e
E. ignita) a 7,28% (entre E. iopoecila e E. pleosticta). Vale destacar também que a distancia
entre E. iopoecila e E. ignita foi de apenas 1,82%. Ao se comparar as trés espécies do
subgénero Glossura (E. ignitaa, E. imperialis ¢ E. annectans), E. annectans foi a que se
apresentou mais distante geneticamente de E. roubiki e E. iopoecila (respectivamente, 4,67%
e 4,83%). Os valores entre os géneros de Euglossini variaram de 7,33% a 12,74% e as médias
de distancia entre as espécies de Euglossini e o controle Apis meliffera foram todos acima de
20% (Tabela I'V).

Em relagdo a regido do gene COI posterior ao barcode, a analise de distancia genética
K2P a partir dos 562 caracteres obtidos resultou em um valor médio de distancia genética
entre E. iopoecila e E. roubiki de 0,47% (Tabela V). Na Tabela V estdo apresentadas as

médias percentuais de substituicdes de base por loco, dos pares de sequéncias entre os grupos.
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Tabela V. Média de distancia genética K2P entre espécies analisando 562 caracteres do gene
COI regido posterior ao barcode. Diagonal inferior: médias; diagonal superior: desvio padrdo

().

Espécies A.mel Elnig Efvio E.ple Eann E.imp E.ign E.iop E.rou
Apis mellifera (A. mel) - 1,80% 1,69% 1,63% 1,71% 1,67% 1,68% 1,66% 1,64%
Eulaema nigrita (El. nig) 15,15% - 1,41% 1,38% 1,43% 1,37% 1,27% 1,32% 1,30%
Eufriesea violacea (Ef. vio) 13,63% 9,30% - 1,41% 1,29% 1,30% 1,30% 1,25% 1,24%
E pleosticta (E. ple) 14,05% 9,90% 10,35% - 1,00% 1,07% 1,06% 1,09% 1,08%
E annectans (E. ann) 14,05% 10,12% 8,45% 5,54% - 1,02% 0,92% 0,96% 0,94%
E. imperialis (E. imp) 13,41% 9,49% 9,08% 6,51% 5,35% -  0,76% 0,72% 0,71%
E. ignita (E. ign) 13,20% 829% 8,24% 6,12% 4,59% 3,46% -  0,51% 0,48%
E. iopoecila (E. iop) 13,16% 8,88% 821% 6,50% 4,96% 3,09% 143% - 0,21%
E. roubiki (E. rou) 13,17% 8,82% 8,17% 6,41% 4,88% 3,19% 1,38% 0,47% -

Na Tabela VI estdao apresentadas as médias percentuais de substituicdes de base por

loco, dos pares de sequéncias entre os grupos geradas por meio da andlise de distdncia

genética K2P a partir de 754 caracteres obtidos para o gene CytB. A andlise resultou em um

valor médio de distancia genética entre E. iopoecila e E. roubiki de 0,49% (Tabela VI).

Tabela VI. Média de distancia genética K2P entre espécies analisando 754 caracteres do gene
CytB. Diagonal inferior: médias; diagonal superior: desvio padrao (s).

Espécies A.mel El.nig Ef.vio E.ple E.ann E.imp E.ign E.iop E.rou
Apis mellifera (A. mel) - 2,07% 2,08% 1,84% 1,88% 1,91% 2,09% 2,01% 2,02%
Eulaema nigrita (EI. nig)  24,73% - 1,71% 1,71% 1,62% 1,62% 1,71% 1,70% 1,71%
Eufriesea violacea (Ef. vio) 23,88% 17,10% - 1,38% 1,46% 1,44% 1,55% 1,48% 1,50%
E pleosticta (E. ple) 20,34% 16,75% 13,28% - 0,98% 0,97% 1,13% 0,94% 0,96%
E annectans (E. ann) 21,02% 16,95% 14,36% 6,55% - 0,99% 1,05% 0,92% 0,93%
E. imperialis (E. imp) 21,34% 15,43% 13,64% 6,26% 6,41% - 1,00% 0,79% 0,82%
E. ignita (E. ign) 24.94% 17,71% 15,06% 8,35% 7,70% 6,89% - 0,72% 0,74%
E. iopoecila (E. iop) 22,83% 16,44% 13,72% 6,01% 6,16% 4,61% 3,54% - 0,18%
E. roubiki (E. rou) 23,10% 16,69% 14,05% 6,19% 6,45% 4,94% 3,81% 0,49% -
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A andlise de distancia genética K2P a partir de 360 caracteres obtidos para o gene 16S
resultou em um valor médio de distancia genética entre E. iopoecila e E. roubiki de 0,86% o
que pode ser observado na Tabela VII. Na mesma tabela estdo representadas as médias
percentuais de substituicdes de base por loco, dos pares de sequéncias entre os grupos. No
caso das médias de distancia genética encontrados entre as amostras de Euglossa em relagao a
amostra de Apis mellifera encontra-se uma incongruéncia, visto que as distancias sdo menores
do que as encontradas para as amostras de Euglossa em relagdo a E. nigrita e E. violacea,
ambas amostras de Euglossini.

Tabela VII. Média de distancia genética K2P entre espécies analisando 360 caracteres do
gene 16S. Diagonal inferior: médias; diagonal superior: desvio padrao (s).

Espécies A.mel El.nig Efvio E.ple E.ann E.imp E.ign E.iop E.rou
Apis mellifera (A. mel) - 2,51% 2,28% 1,56% 1,51% 1,47% 0,97% 0,06% 0,43%
Eulaema nigrita (EI. nig)  17,45% - 2,48% 2,42% 2,19% 2,44% 2,48% 2,50% 2,50%
Eufriesea violacea (Ef. vio) 15,07% 17,53% - 2.22% 2,43% 2.22% 2.40% 2.27% 2.28%
E pleosticta (E. ple) 8,31% 17,10% 15,07% - 1,60% 1,65% 1,72% 1,55% 1,55%
E annectans (E. ann) 7,72% 15,07% 16,60% 8,67% - 1,58% 1,63% 1,51% 1,50%
E. imperialis (E. imp) 7,36% 17,44% 14,74% 9,59% 8,98% - 1,45% 1,45% 1,45%
E. ignita (E. ign) 3,44% 17,50% 16,13% 10,23% 8,99% 7,06% - 0,96% 0,97%
E. iopoecila (E. iop) 0,07% 17,37% 14,99% 8,30% 7,70% 7,29% 3,39% - 0,39%
E. roubiki (E. rou) 0,09% 17,40% 15,18% 8,47% 7,87% 7,19% 3,52% 0,86% -

A partir dos 817 caracteres obtidos para o gene 28S foi realizada a analise de distancia
genética K2P que resultou em um valor médio de distancia genética entre E. iopoecila e E.
roubiki de 0,06% (Tabela VIII). Ainda, nesta tabela podem ser observadas as médias
percentuais de substituicdes de base por loco, dos pares de sequéncias entre os grupos. As
médias de distancia genética para os grupos analisados a partir do gene 28S foram mais baixas

em relacdo aos outros genes analisados.
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Tabela VIII. Média de distancia genética K2P entre espécies analisando 817 caracteres do

gene 28S. Diagonal inferior: médias; diagonal superior: desvio padrio (s).

Espécies A.mel El.nig Ef.vio E.ple E.ann E.imp E.ign E.iop E.rou
Apis mellifera (A. mel) - 0,96% 0,76% 0,93% 0,88% 0,88% 0,87% 0,87% 0,87%
Eulaema nigrita (EI. nig) 6,93% - 0,66% 0,82% 0,82% 0,82% 0,81% 0,80% 0,81%
Eufriesea violacea (Ef. vio) 4,87% 2,93% - 0,70% 0,71% 0,74% 0,72% 0,72% 0,72%
E pleosticta (E. ple) 7,17% 5,03% 3,69% - 0,34% 0,40% 0,39% 0,37% 0,38%
E annectans (E. ann) 6,76% 4,86% 3,76% 1,01% - 0,33% 0,35% 0,33% 0,34%
E. imperialis (E. imp) 6,22% 5,18% 4,09% 1,37% 0,89% - 0,12% 0,13% 0,12%
E. ignita (E. ign) 6,09% 5,05% 3,96% 1,24% 1,01% 0,12% -  0,06% 0,02%
E. iopoecila (E. iop) 6,16% 4,98% 3,89% 1,18% 0,95% 0,19% 0,06% - 0,06%
E. roubiki (E. rou) 6,11% 5,02% 3,94% 1,22% 0,95% 0,15% 0,02% 0,06% -

As distancias K2P encontradas entre as sequéncias da regido barcode de todas as

amostras analisadas pode ser vista na Figura 5.

A partir dos dados das sequéncias de todas as regides concatenadas foi possivel a

andlise filogenética e a construgdo de trés arvores com base em modelos de filogenia

diferentes: médxima parcimonia (Figura 6), maxima verossimilhan¢a (Figura 7) e andlise

bayesiana (Figura 8).
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Figura 5. Arvore gerada por Neighbor-Joining com base nos parametros de distancia genética K2P (Kimura-2-Parameter) a partir das 665 caracteres da
sequéncia barcode do gene COI de 65 amostras de Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki de diferentes localidades. Os valores de bootstrap foram
calculados no programa computacional MEGAS5.1 com 1000 permutagdes. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN — Cananéia (SP); IB —
Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SU — Ilha de Superagui (PR)]. Sete amostras representando as
espécies Euglossa ignita, Euglossa imperialis, Euglossa annectans, Euglossa pleosticta, Eulaema cingulata, Eufriesea violacea e Apis mellifera foram
usadas como grupo externo. Os nimeros correspondem aos valores de bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%.
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Figura 6. Arvore de maxima parciméonia (MP) de 65 amostras de Euglossa iopoecila e Euglossa
roubiki de diferentes localidades considerando 3125 caracteres dos genes COI, CytB, 16S e 28S.
Os valores de bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS5.1 com 1000
permutagdes. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN — Cananéia (SP); IB — Ilha
Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SS — Sao
Sebastidao (SP); SU — Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)]. Sete amostras representando as
espécies Euglossa ignita, Euglossa imperialis, Euglossa annectans, Euglossa pleosticta, Eulaema
cingulata, Eufriesea violacea ¢ Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros
correspondem aos valores de bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%.
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Figura 7. Arvore de méaxima verossimilhanca (ML) de 65 amostras de Euglossa iopoecila e
Euglossa roubiki de diferentes localidades considerando 3125 caracteres dos genes COI, CytB,
16S e 28S. Os valores de bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS.1 com
1000 permutagdes. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN — Cananéia (SP); IB —
Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SS — Sao
Sebastido (SP); SU — Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)]. Sete amostras representando as
espécies Euglossa ignita, Euglossa imperialis, Euglossa annectans, Euglossa pleosticta, Eulaema
cingulata, Eufriesea violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros
correspondem aos valores de bootstrap.Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%.
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localidades usando o programa MrBayes 3.1.2. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN —
Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SS —
Sdo Sebastido (SP); SU — Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)]. Sete amostras representando as espécies
Euglossa ignita, Euglossa imperialis, Euglossa annectans, Euglossa pleosticta, Eulaema cingulata, Eufriesea
violacea ¢ Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os niimeros correspondem as probabilidades
posteriores, sendo excluidos valores abaixo de 50%.
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Para as arvores de distdncia genética K2P (regido barcode) e maxima parciménia
observa-se a formagdo de dois grupos principais: a) um grupo com todas as amostras das
localidades de Sao Paulo e Parana, nao diferenciando grupos distintos entre as localidades
amostradas, indicado pela baixa sustentacao dos ramos e, b) um segundo grupo formado por
todas as amostras do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia, uma amostra de Alagoas (rou4
AL) e uma amostra de Sao Paulo (iop8 UB-SP) (Figuras 4 ¢ 5). As arvore de maxima
verossimilhanga e bayesiana (Figura 6 e 7) mostraram a formacdo do mesmo grupo de
amostras de Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e da amostra de Alagoas, porém as amostras
de Sao Paulo e Parana ndo formaram um grupo distinto que agrupasse posteriormente com as
amostras de E. roubiki.

Deve-se destacar que para as quatro arvores analisadas observa-se a formagao de um
grupo formado por trés amostras de Alagoas (roul AL, rou2 AL e rou3 AL) que estd em uma
posicao basal na arvore e se agrupa com as demais amostras/grupos de amostras (Figuras 4, 5,
6¢e7).

Observa-se também que os ramos para os grupos formados por amostras de coloracio
diferente possuem valores baixos de bootstrap (menos de 50%).

A partir da obtencdo das médias de distancia genética K2P, geradas a partir da analise
dos diferentes genes (Tabelas IV-VIII), verificou-se que os genes COI (em especial a regido
barcode) e CytB foram os que apresentaram valores que diferenciaram os grupos de modo
mais consistente. A partir disto, foi obtida uma rede de inter-relagdes haplotipicas para cada
uma destas regioes de genes (Figuras 9 e 10), bem como para os dados de todos os genes
combinados (Figura 11). Nestas redes ¢ apresentada a distribui¢do dos hapldtipos nas
diferentes localidades.

A andlise dos caracteres da sequéncia barcode do gene COI formou uma rede de

relacionamento com 10 haplétipos, sendo que ocorreu uma separagdo entre as regides de
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Alagoas, Bahia, Espirito Santo ¢ Rio de Janeiro em relagao as demais localidades verificado
pela diferenca entre os haplotipos 1 e 4. Estes haplotipos s6 compartilham uma localidade

(Ubatuba —SP).

H_ 6@ H-7

H_2G H_10@

rou_AL
I ou_BA
rou_ES
Mou_R)
Mliop UB-SP
iop_IB-SP
WMiop_SS-5P
Mliop_CN-SP
iop_IC-SP
iop_Sk-PR
iop_SU-PR

Figura 9. Rede de relacionamento entre os 10 haplétipos gerados pela analise de 665
caracteres da sequéncia barcode do gene COI de 65 amostras de Euglossa iopoecila e
Euglossa roubiki de 11 localidades. As cores referem-se as localidades. O tamanho dos
circulos refere-se a frequéncia de cada haplétipo. Linhas entre hapldtipos indicam apenas um
passo mutacional. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN — Cananéia (SP); IB
— Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato (PR); SS —
Sao Sebastido (SP); SU — Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)].

A rede de relacionamento formada a partir dos caracteres do gene CytB se constitui de
22 haplétipos, e como na rede de haplotipos do barcode possui uma tendéncia a separagdo das
localidades de Alagoas, Bahia, Espirito Santo e Rio de Janeiro, formando um unico grupo e
compartilhando um haplétipo (22) presente em Ubatuba. Porém, para esta rede verifica-se o

agrupamento de dois haplotipos (11 e 12) presentes em Alagoas, que estdo relacionados com

os haplotipos das localidades abaixo de Ubatuba-SP.
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Figura 10. Rede de relacionamento entre os 22 haplétipos gerados pela analise de 754
caracteres da sequéncia do gene CytB de 65 amostras de Euglossa iopoecila e Euglossa
roubiki de 11 localidades. As cores referem-se as localidades. O tamanho dos circulos refere-
se a frequéncia de cada haplotipo. Linhas entre haplotipos indicam apenas um passo
mutacional. Nimeros em vermelho indicam o numero de passos mutacionais quando esses
sdo maiores do que um. [iop - Euglossa iopoecila; rou - Euglossa roubiki; CN — Cananéia
(SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva Natural Salto Morato
(PR); SS — Sdo Sebastido (SP); SU — Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba (SP)].
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Figura 11. Rede de relacionamento entre os 49 haplotipos gerados pela andlise de 3125 caracteres da
sequéncia dos genes COI, CytB, 16S e 28S de 65 amostras de Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki de 11
localidades. As cores referem-se as localidades. O tamanho dos circulos refere-se a frequéncia de cada
haplotipo. Linhas entre haplétipos indicam apenas um passo mutacional. Numeros em vermelho indicam o
numero de passos mutacionais quando esses sdo maiores do que um. [iop - Euglossa iopoecila; rou -
Euglossa roubiki; CN — Cananéia (SP); IB — Ilha Bela (SP); IC — Ilha do Cardoso (SP); SM — Reserva
Natural Salto Morato (PR); SS — Sao Sebastido (SP); SU — Ilha de Superagui (PR); UB — Ubatuba(SP)].
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A andlise dos caracteres de todos os genes combinados formou uma rede de
relacionamento com 49 haplotipos (Figura 11), que, corroborando as arvores filogenéticas
(Figuras 6-8), apresentou hapldtipos proximos presentes nas localidades de Sdo Paulo e
Parand e haplotipos das localidades do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia, também
proximos entre si. Fazendo a conexdo entre estes dois grupos distintos de haplotipos
formados, encontra-se um haploétipo de Ubatuba-SP. Além disto, também se encontram

haplotipos de Alagoas relacionados aos haplétipos do Parand e de Sao Paulo.

DISCUSSAO

Os valores reduzidos de distancia genética (K2P) encontrados para E. iopoecila e E.
roubiki, tanto para a regido barcode (Tabela II) quanto para as sequéncias concatenadas de
todos os genes (Tabela III), indicam que estas duas espécies, reconhecidas como espécies
distintas por Nemésio (2009), constituem na verdade uma tnica espécie. Trabalhos na
literatura que abordam a analise da regido barcode reconhecem valores de distancia K2P
inferiores a 1% normalmente como indicativos de uma mesma espécie (Hebert et al. 2003;
Waugh 2007). Por exemplo, em um estudo com abelhas do género Ceratina (Apidae:
Xylocopinae), envolvendo analises morfoldgicas e sequenciamento da regido barcode, Rehan
e Sheffield (2011) encontraram valores de distdncia K2P entre espécies variando de 1,11% a
1,75% e um valor médio de distdncia genética igual a 1,38%. J& dentro de espécies, o valor
médio obtido relatado por estes autores foi de 0,90%, com as distadncias variando de 0,47% a
1,43%. De modo similar, Li et al. (2010), analisando a regido barcode de espécies do género
Sycophila (Hymenoptera, Eurytomidae), encontraram valores de distancia K2P que variaram
de 0% a 1,1% para amostras intra-especificas, enquanto as distancias inter-especificas

variaram de 7,2% a 19,4%.
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Além disto, Hebert et al. (2003), ao analisar as sequéncias da regido barcode de
diversas espécies de animais, incluindo hymenodpteros, encontraram dois resultados
interessantes: as divergéncias intraespecificas encontradas raramente se mostraram superiores
a 2%, sendo na maioria das vezes inferior a 1%; nos casos em que as divergéncias
encontradas foram grandes, normalmente, estas estavam correlacionadas com isolamento
geografico passado. Os resultados obtidos com as analises de distancia K2P para E. roubiki e
E. iopoecila se mostraram de acordo com os valores de distancia intraespecificas encontrados
por estes autores. O mesmo pode ser dito em relagdo aos resultados de maxima parcimonia,
maxima verossimilhanca e bayesiana, que apresentaram valores baixos nos ramos entre 0s
grupos de E. iopoecila e E. roubiki.

Em relagdo a tendéncia de formagao de dois grupos distintos, um reunindo individuos
identificados como E. iopoecila ¢ outro, agrupando individuos de E. roubiki, ndo se pode
descartar a possibilidade de que a agdo de eventos climaticos antigos, tais como as flutuagdes
climaticas do Quaterndrio tardio, teriam influenciado as formagdes vegetais abertas (Oliveira-
Filho e Ratter 1995, 2000), e atuado indiretamente sobre populacdes de tais abelhas. De fato,
ha indicios de que mudangas climaticas ocorridas durante o Quaternario resultaram em areas
mais secas ao longo da costa da Mata Atlantica, com avangos de savanas e caatingas na costa
leste mais ao sul do estado do Rio de Janeiro (Ab’Saber 2003), o que poderia ter ocasionado
uma separacgdo temporaria de populagdes presentes acima e abaixo da regido entre Sao Paulo
e Espirito Santo. De acordo com a “Teoria dos Refugios Florestais” (Ab’Saber 1992), devido
a diversas variagdes climaticas no Pleistoceno terminal, com a presenca de uma fase mais seca
e fria, as florestas da América do Sul (incluindo a Mata Atlantica) foram reduzidas a
pequenos refigios nos quais ainda permaneciam areas com umidade (Viadana e Cavalcante
2007). Estes pequenos reflgios estariam isolados pelas areas mais secas, o que propiciaria

condi¢des para a diferenciagdo (Viadana e Cavalcante 2007).
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Modelos como o de teoria de refigios sao utilizados na tentativa de formular hipoteses
sobre a historia das biotas, incluindo mudangas que ocorreram nestas areas (Da Silva e Pinto-
da-Rocha 2011). Além disto, a analise dos padrdes distribucionais de diversos taxons (como
areas de endemismo) pertencentes a Mata Atlantica ¢ uma das formas de se inferir sobre a
historia biogeografica deste bioma (Da Silva e Pinto-da-Rocha 2011).

Da Silva e Pinto-da-Rocha (2011) analisando trabalhos que abrangem areas de
endemismo de diversos organismos, as quais seriam possivelmente se trataram de refigios
antigos, chegaram a quatro areas principais pertencentes a Mata Atlantica: uma no centro de
Pernambuco, uma no centro sul da Bahia, uma relacionada com a Serra do Mar e outra
relacionada as Florestas de Araucaria. Aguiar et al. (2005) também sugerem quatro areas de
endemismo, trés delas corroborando os resultados de Da Silva e Pinto-da-Rocha (2011):
Pernambuco, Bahia, Rio Doce (Espirito Santo) e Paulista (Sdo Paulo e Parand). Assim, os
resultados de agrupamento entre os individuos de E. iopoecila e E. roubiki corroboram, pelo
menos em parte, a divisdo destas areas, ressaltando que os representantes das das espécies
incluidas neste trabalho foram encontrados em trés grupos principais: um que reune amostras
do Parana e Sao Paulo, outra que retine individuos do Rio de Janeiro, Espirito Santo e Bahia e
outro grupo com as amostras de Alagoas. A formacdo entre trés areas endémicas: Serra do
Mar, centro e costa da Bahia e Pernambuco foi também encontrada em estudos de aves
endémicas da Mata Atlantica (DaSilva et al. 2004) e para espécies de opilides (Da Silva e
Pinto-da-Rocha 2011).

Para que a hipdtese de que E. iopoecila e E. roubiki constituem de fato uma tnica
espécie nos fragmentos de Mata Atlantica, como sustentado por Faria Jr ¢ Melo (2007), e ndo
duas espécies como proposto por Nemésio (2009), seria necessario encontrar individuos
morfologicamente e geneticamente intermediarios, o que possivelmente indicaria a presenga

de um gradiente. Faria Jr. ¢ Melo (2007) observaram a existéncia de individuos com
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coloragdo intermediaria entre o azul-violeta das populagdes do Parana e Santa Catarina e o
verde das populagdes de Espirito Santo e Bahia. Estes individuos estariam presentes em
Ubatuba (SP) e no norte do estado do Rio de Janeiro (Faria Jr ¢ Melo 2007). No presente
trabalho, ao se analisar os agrupamentos formados pelos diferentes individuos de E. iopoecila
e E. roubiki coletados desde o estado do Parana até Alagoas, foi observado que um individuo
de Ubatuba (iop1-7 UB-SP) se agrupou com aqueles do Parana, enquanto que outro individuo
(iop8 UB-SP) da amostra de Ubatuba formou um agrupamento com machos das amostras do
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Bahia e um individuo de Alagoas.

Aguiar et al. (2005) além de destacar as areas de endemismo principais da Mata
Atlantica, apresenta os chamados corredores de biodiversidade, os quais sdo estabelecidos
como areas de prioridade para conservacao, no caso da Mata Atlantica os autores identifcam
os Corredores Central (que reune as regides de endemismo da Bahia e Espirito Santo) ¢ da
Serra do Mar (Parana, Sao Paulo e Rio de Janeiro). Neste trabalho observou-se que estes
corredores, 0s quais se constituem de diversos fragmentos, também possuem uma importancia
na preservagdo de E. iopoecila e E. roubiki, com destaque para a areca de Ubatuba que
aparentemente constitui uma zona hibrida e, portanto, tem uma importancia na conservagao
da biodiversidade destes organismos.

Considerando os resultados do presente estudo, mesmo que os dados demonstrem que
as populacdes que possuem coloracdo diferenciada provavelmente tiveram algum tipo de
isolamento antigo, este nao foi suficiente para diferenciar as populagdes em espécies distintas,
j& que os valores de distdncia genética encontrados foram muito pequenos. Além disto, as
analises de filogenia também refor¢gam a auséncia de diferenciacdo em espécies, pois mesmo
formando trés grupos principais, estes possuem baixos valores de sustentacdo nos ramos.

No que se refere a relagdo entre os individuos analisados como E. roubiki ¢ E.

iopoecila e demais espécies, uma consideragcdo deve ser feita no caso de E. ignita, que
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apresentou valores de distancia abaixo de 2% em relagao a essas. E. ignita pertence ao mesmo
subgénero (Glossura) de E. iopoecila, é encontrada na América Central, na Bacia Amazonica
e na Mata Atlantica (até o sul de Rio de Janeiro) (Faria Jr e Melo, 2007), diferentemente de E.
iopoecila e E. roubiki descritos exclusivamente para a regido de Mata Atlantica (Faria Jr ¢
Melo, 2007; Nemésio, 2009). A similaridade elevada entre ambas encontra suporte na origem
recente da tribo Euglossini, atribuida entre 27 e 42 milhdes de anos a.p. Dick et al. 2004 e
Ramirez et al. 2010 consideram Euglossini um grupo relativamente recente dentro da
superfamilia Apoidea, a qual tem sua origem presumida no Mesozoico, por volta de 120
milhdes de anos atras (Grimaldi e Engel 2005).

Assim, com base nestas informagdes, pode-se concluir que os espécimes analisados de
E. iopoecila ¢ E. roubiki constituem uma mesma espécie. Contudo, tais resultados ndo
permitem descartar a hipotese de que E. iopoecila e E. roubiki poderiam pertencer a
populacdes diferentes, ou ainda, que ao longo do tempo, possam ser consideradas duas
subespécies. Neste contexto, a variagdo na coloracdo do tegumento proposta por Faria Jr e
Melo (2007) para populagdes de E. iopoecila parece valida, embora outras questdes, além de
condigdes ambientais e fisiologia de E. iopoecila ao longo se seu gradiente latitudinal de
distribuicdo, possam estar relacionada as diferencas de coloragdo exibidas pelos individuos
desta espécie. Por outro lado, embora os resultados aqui apresentados sugiram fortemente que
a similaridade genética entre as populagdes ndo suporte a distingdo de E. iopoecila ¢ E.
roubiki em espécies distintas, como sugerido por Nemésio (2009), os mesmos resultados
corroboram a sua hipotese de que existem diferencas genéticas relacionadas as diferencas de
coloragdo apresentada por tais abelhas.

Por fim, vale destacar que, para estudos futuros que visem a conservagdo de
populagdes de E. iopoecila, deve-se considerar uma faixa mais ampla de ocorréncia desta

abelha nas areas de Mata Atlantica do que aquela proposta por Nemésio (2009). Os resultados



Capitulo 2 Analise molecular de Euglossa iopoecila e Euglossa roubiki 71

obtidos no presente estudo langam luz para a elucidagdo de problemas taxonomicos
envolvendo E. iopoecila e comprovam, uma vez mais, a aplicabilidade de analises genéticas

moleculares na resolucdo de davidas taxonomicas.
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Resumo

As espécies do género Euglossa tém sido alvo de diversos trabalhos envolvendo a taxonomia
dos diversos grupos. O género possui seis subgéneros (Glossuropoda, Glossura, Glossurella,
Dasystilbe, Euglossella e Euglossa s.s.) e 12 grupos de espécies. Alguns trabalhos tém
indicado divergé€ncias quanto ao Status taxonomico de algumas espécies do gé€nero. Outros
discutem sobre a subdivisdao em subgéneros diferentes, visto que analises filogenéticas com
base em caracteristicas morfologicas e moleculares t€ém apresentado parafilelismo em ramos
de subgéneros diferentes. Varias espécies de Euglossa com distribui¢do endémica a Mata
Atlantica, ou ainda com ocorréncia reconhecida, mas ndo exclusiva a este bioma, continuam a
espera de maiores estudos que possam melhor embasar as relagdes filogenéticas destas dentro
deste género de Euglossini. No presente trabalho foi realizado uma andlise comparativa de
sequéncias de parte das regides COI e 16S rDNA do DNA mitocondrial e regido 28S rDNA
do DNA nuclear de diferentes espécies de Euglossa da Mata Atlantica brasileira. Foram
realizadas andlises tanto das sequéncias dos genes separadamente, como concatenadas.
Verificou-se que as arvores filogenéticas geradas por cada um dos genes nao foi suficiente
para o arranjo confiavel de todas as topologias, o que foi obtido com a andlise de todos os
genes combinados. As andlises de maxima parcimonia, maxima verossimilhanga ¢ bayesiana
sustentam os resultados de outros trabalhos que apontam Euglossella como grupo irmio dos
outros subgéneros de Euglossa. Porém, alguns ramos continuam se mostrando parafiléticos e
apontam um agrupamento entre os subgéneros Glossura, Glossurella e Glossuropoda, o que
reforga a necessidade de uma revisdo dos subgéneros de Euglossa.

Palavras-Chave: Abelhas das orquideas; sequenciamento; analises filogenéticas; subgéneros.
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INTRODUCAO

As abelhas da tribo Euglossini conhecidas popularmente como abelhas das orquideas
(Dressler, 1982a; Ackerman, 1983; Roubik & Hanson, 2004) constituem importantes
polinizadores da regido Neotropical (Dressler, 1982a; Roubik & Hanson, 2004), sendo
encontradas desde o México até a regido central da Argentina e dominios do Paraguai
(Michener, 1974; Dressler, 1982a; Roubik & Hanson, 2004), possuindo ainda duas espécies
de Euglossini encontradas no sul dos Estados Unidos (Minckley & Reyes, 1996; Skov &
Wiley, 2005).

A tribo Euglossini se originou por volta de 42 a 38 milhdes de anos, provavelmente na
América do Sul, onde ocorre o maior numero de espécies do grupo (Rebélo, 2001). Com base
em dados moleculares a diversificagdio do mesmo teria se dado em época geoldgica
relativamente recente, aparentemente nos ultimos 20 a 15 milhdes de anos (Dick et al., 2004;
Ramirez et al., 2010).

Esta tribo de abelhas pertence a familia Apidae e forma juntamente com outras trés
tribos (Apini, Meliponini e Bombini) desta familia o clado das abelhas corbiculadas.

A tribo Euglossini possui cinco géneros (Euglossa, Eulaema, Eufriesea, Exaerete e
Aglae), sendo o género Euglossa o mais rico em nimero de espécies, com mais de 110
espécies reconhecidas (Ramirez et al., 2010), distribuidas em seis subgéneros (Glossuropoda,
Glossura, Glossurella, Dasystilbe, Euglossella e Euglossa s.s.) e 12 grupos de espécies
(Dressler, 1978; Dressler, 1982b,c,d; Cameron, 2004). As abelhas deste género possuem
coloragdao metalica brilhante, que varia de verde ao dourado ou acobreado, ou ainda de verde
para azul a violeta (Cameron, 2004; Roubik & Hanson, 2004).

Cada um dos grupos de Euglossa possui uma espécie representativa, assim, os grupos

foram distribuidos nos subgéneros: Glossuropoda (dois grupos: intersecta e rugilabris),
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Glossura (dois grupos: piliventris ¢ stellfeldi), Glossurella (grupo bursigera), Dasystilbe
(grupo villosa), Euglossella (grupo viridis) e Euglossa (cinco grupos: analis, viridissima,
cybelia, purpurea e cordata) (Cameron, 2004).

Das 110 espécies conhecidas, cerca de 35 destas estdo presentes na regido da Mata
Atlantica (Nemésio, 2009), e ainda, tanto para a regido da Mata Atlantica como para outros
biomas novas espécies t€m sido descritas (Hinojosa-Diaz & Engel, 2011; Nemésio, 2011), de
modo que a riqueza destas abelhas ainda € subestimada (Faria & Melo, 2012).

Em relacdo a taxonomia das espécies do género, a literatura tém apontado espécies que
se encontram em situagdo duvidosa quanto ao real status taxondmico, sendo alvo de discussao
na literatura, muitos destes casos se devem a controvérsias em relagdo a coloracdo dos
individuos das diferentes populagdes ou ainda na utilizagdo de fémeas como holdtipo das
espécies (Faria Jr & Melo, 2007; Nemésio, 2009).

A classificacdo quanto aos subgéneros e grupos também tem sido recentemente
discutida por meio de trabalhos moleculares e morfolégicos (Hinojosa-Diaz, 2010; Ramirez et
al. 2010). Faria Jr e Melo (2007) em seu trabalho sugerem a modificacdo de Euglossa
stellfeldi antes pertencente ao subgénero Glossura para Glossurella, de modo que Glossura se
tornaria um grupo mais homogéneo. Hinojosa-Diaz (2010) propde uma reformulagdo em
Glossura, Glossuropoda e Glossurella os quais formaram alguns ramos parafiléticos na
filogenia a partir de dados de caracteres da genitalia dos machos.

Ainda, Ramirez et al. (2010) com base em locos mitocondriais ¢ nucleares ao
estabelecer as relagdes filogenéticas entre os cinco géneros de Euglossini, encontrou
divergéncias em relagdo aos subgéneros Glossura e Glossuropoda como Hinojosa-Diaz
(2010).

A técnica de sequenciamento de regides dos genomas mitocondrial e nuclear esta entre

as mais amplamente utilizadas em andlises filogenéticas. Particularmente em estudos com
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abelhas, esta técnica vem sendo empregada por diferentes autores em andlises com varios
grupos de abelhas, incluindo estudos com abelhas corbiculadas (Cameron, 1993; Ascher et
al., 2001; Cameron & Williams, 2003; Arias et al., 2006; Rasmussen & Cameron, 2007), e
abelhas da tribo Euglossini (Michel-Salzat et al., 2004; Ramirez et al., 2010).

O trabalho de Ramirez et al. (2010) destaca-se pela importancia na contribuigdo de
informagdes valiosas sobre a tribo Euglossini e as relagdes dos diversos subgéneros e grupos
de Euglossa, porém, deve-se ressaltar que algumas espécies de Euglossa pertencentes a Mata
Atlantica ndo foram amostrados, de modo que tais espécies ainda estdo a espera de novos
estudos.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo analisar individuos de 28 espécies do
género Euglossa, amostrando espécies da Mata Atlantica, por meio de sequenciamento de
fragmentos das regides dos genes COI, 16S do DNA mitocondrial ¢ 28S rDNA, para
contribuir com informagdes sobre as relagdes filogenéticas destas espécies, bem como dos

subgéneros as quais estas pertencem.

MATERIAIS E METODOS

No presente trabalho foram utilizadas 28 espécies do género Euglossa, pertencentes a
5 subgéneros (as espécies E. villosa Moure e E. obrima Hinojosa-Diaz, Melo e Engel, do
sexto subgénero Dasystilbe se encontra somente na América Central (Moure et al., 2012) e 8
grupos totalizando 108 amostras (Tabela I). Das espécies utilizadas, 25 sdo encontradas na
Mata Atlantica e 10 ndo foram amostradas por Ramirez et al. (2010), destacando algumas
espécies que sdo frequentemente encontradas em trabalhos de levantamento de espécies e

ecologia em fragmentos da Mata Atlantica como E. pleosticta e E. fimbriata (Sofia & Suzuki,
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2004; Aguiar & Gaglianone, 2008) e espécies com divergéncias taxondmicas como E.
iopoecila, E. roubiki e E. jacquelynae (Faria Jr & Melo, 2007; Nemésio, 2009).

Os machos de Euglossini das diferentes espécies de Euglossa aqui analisados foram
amostrados com iscas-odores, usando tanto a metodologia de iscas-de-espera e captura com
rede entomoldgica (Sofia et al., 2004; Sofia & Suzuki, 2004), quanto a coleta com armadilhas
de garrafas plasticas do tipo pet (Aguiar & Gaglianone, 2008). Quando possivel, amostras de
diferentes localidades de Mata Atlantica (e em alguns casos de outros biomas do Brasil: a
exemplo do Cerrado e Floresta Amazonica) foram também incluidas nas andlises. Contudo,
infelizmente, s6 foi possivel conseguir amostras de outras localidades para um nimero
reduzido de espécies, incluindo: E. cordata, E. pleosticta, E. truncata e E. crassipunctata.

Iscas-odores foram também usadas para a atracdo das outras duas espécies de
Euglossini utilizadas como grupo externo: Eulaema cingulata Fabricius (amostra de Sdo José
de Ub4, RJ) e Eufriesea violacea (Blanchard) (amostra coletada em Londrina, PR). No caso
da espécie Apis mellifera L., também usada como grupo externo, nas analises foram utilizadas
sequéncias do GenBank.

Além dos machos coletados, varios dos espécimes analisados neste trabalho foram
cedidos por outros pesquisadores. Algumas destas amostras cedidas estavam preservadas em

etanol 70% e outras constituiram material seco doados de cole¢des entomoldgicas.



Capitulo 3

Filogenia de Euglossa 83

Tabela I. Amostras de 28 espécies de Euglossa com indica¢do dos subgéneros, grupos e
locais de coleta.

Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.
Eg.

Espécies

amazonica Dressler
analis Westwood
annectans Dressler
anodorhynchi Nemésio
cognata Moure

cordata (Linnaeus)
cordata (Linnaeus)
crassipunctata Moure
decorata Smith

despecta Moure
fimbriata Rebélo € Moure
fimbriata Rebélo ¢ Moure
fimbriata Rebélo € Moure
ignita Smith

imperialis Cockerell
imperialis Cockerell
iopoecila Dressler
ioprosopa Dressler
jacquelynae Nemésio
melanotricha Moure
mixta Friese

modestior Dressler

nanomelanotricha Nemésio

pleosticta Dressler
pleosticta Dressler
pleosticta Dressler
roderici Nemésio
roubiki Nemésio

roubiki Nemésio

roubiki Nemésio
rugilabris Moure
securigera Dressler
stellfeldi Moure
townsendi Cockerell
truncata Rebélo e Moure
truncata Rebélo e Moure
viridis (Perty)

NO

7-12

2-4

1-4

5-7
1-3

Subgénero

Euglossa
Euglossa
Glossura
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Glossurella
Euglossella
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Glossura
Glossura
Glossura
Glossura
Euglossa
Euglossella
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Glossura
Glossura
Glossura
Glossuropoda
Euglossa
Glossurella
Euglossa
Euglossa
Euglossa
Euglossella

Grupo

purpurea
analis
purpurea
analis
cordata
cordata
bursigera
viridis
cordata
cordata
cordata
cordata
piliventris
piliventris
piliventris
piliventris
cybelia
viridis
cordata
analis
cordata
cordata
purpurea
purpurea
purpurea
analis
piliventris
piliventris
piliventris
rugilabris
cordata
purpurea
purpurea
purpurea
viridis

Cidade

Araguari

Casimiro de Abreu
Guaraquecaba
Guaraquecaba

Campos dos Goytacazes
Guaraquecaba
Cataguases

Sdo Francisco Itabapoana
Ibipora

Londrina

Uberlandia

Manaus

Araguari

Piumhi

Guaraquecaba

Loreto (Peru)

Piumhi

Manaus

Manaus

Jaborandi

Campos dos Goytacazes
Casimiro de Abreu
Guaraquecaba
Guaraquecaba
Igrapituna

Linhares

Murici

Loreto (Peru)

Campos dos Goytacazes
Guaraquecaba

Sdo Carlos

Londrina

Araguari

Guaraquecaba

Estados
(Brasil)
MG
RJ
PR
PR
MG
RJ
PR
MG
MG
RJ
PR
PR
MG
AM
MG
MG
PR
MG
MG
AM
AM
BA
RJ
RJ
PR
PR
BA
ES
AL
RJ
PR
SP
PR
MG
PR
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A metodologia de extragdo do DNA total das abelhas preservadas em alcool foi
baseada em Suzuki et al. (2010), com algumas modifica¢des. Para a obtengdo do DNA foi
utilizada a perna posterior direita de cada individuo analisado. O material foi “picotado” com
auxilio de uma tesoura, lisado com tampao SDS, seguido de extragdes sucessivas com fenol,
cloroféormio e alcool-isoamilico. O DNA foi precipitado com etanol, ressuspendido em 30 pL.
de TE (10 mM Tris, I mM EDTA, pH 8,0) e estocado a -20°C.

Para as amostras secas doadas de colecdes entomologicas, foi utilizado o protocolo de
extracdo com Chelex® 100. Foi utilizada a perna anterior direita de cada individuo analisado.
O material foi “picotado” com auxilio de uma tesoura e depois macerado com auxilio de
pistilo, seguido da adi¢cdo de 300l Chelex® 100 a 10% e incubagdo por 30 minutos a 56°C e
posteriormente a aproximadamente 100°C por 5 minutos, sendo depois centrifugada a 14000
rpm. O sobrenadante obtido foi utilizado na rea¢do de PCR.

Para as amostras extraidas com o protocolo fenol, cloroférmio e alccol-isoamilico foi
realizada a quantificagdo do DNA em Fluorimetro DyNA Quant 200 (Hoefer) e o valor obtido
foi utilizado nos cdlculos das diluigdes para obtengdo de 5 ng/ul. de DNA (concentragdo
utilizada nas reagdes de amplificagdo).

As amplificagdes do DNA das diferentes espécies do género Euglossa foram
realizadas via PCR (Polymerase Chain Reaction) em duas regides do genoma mitocondrial
(COI e 16S) e uma regido do genoma nuclear (28S). A por¢ao mais proxima a extremidade 5’
da regiao do gene citocromo ¢ oxidase subunidade 1 (COI), correspondente a regido barcode,
foi amplificada utilizando os primers LepF1 e LepR1 (Herbert et al., 2004). A porgao
seguinte a regido barcode foi amplificada utilizando os primers CO1-F e CO1-R (Dick et al.,
2004). Uma porg¢do da subunidade ribossomal 16S foi amplificada por meio dos primers
confeccionados com base em sequéncias de abelhas Euglossini depositadas no GenBan: 16S-

F 5’-CGAGGTCGCAAACATCT e 16S-R 5’-TAGCTGCAGTATATTGACT. A regido do
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genoma nuclear correspondente a uma por¢ao da subunidade ribossomal 28S foi amplificada
através do uso do conjunto de primers For28SVesp e Rev28SVesp (Hines et al., 2007).

Reagodes de PCR foram produzidas em um volume total de 15 puL contendo 1,5 puL de
tampao de reagdo 10x, 200 uM de cada ANTP, 3,0 mM de MgCl,, 0,5 uM de cada primer, 2
uL de DNA, 1 U de Taq polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura para completar o volume.
As amplificacdes foram realizadas em termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.)
obedecendo um protocolo previamente otimizado especifico para cada par de primer. De
modo geral, apds uma desnaturacdo inicial de 4 minutos a 90°C as amplificacdes foram
compostas por 40 ciclos respectivamente de desnaturagdo, pareamento dos primers e extensao
(primers da regido COI: 94°C por 30s, 55°C por 30s e 72°C por 45s; 16S: 94°C por 30s, 55°C
por 40s e 72°C por Imin; 28S: 94°C por 1min, 55°C por Imin e 72°C por 1minlOs),
terminando com uma extensao final de 10 minutos a 72°C.

A eficacia das amplificagdes foi verificada por meio da visualizagdo dos produtos de
PCR em eletroforese de gel de agarose 1,0%, posteriormente corados em brometo de etidio e
fotodocumentados em transiluminador UV, usando-se o sistema digital Kodak EDAS 290.

O restante do produto da PCR foi purificado por digestdo com 0,5 puL do kit comercial
Iustra™ ExoStar (GE Healthcare). As temperaturas e tempos de digestdo e inativagdo foram
ajustados conforme recomendag¢do do fabricante.

Para cada produto de PCR foram realizadas duas rea¢des de sequenciamento, uma
reacdo com o primer forward e outra reacdo com o primer reverse. As reacdes de
sequenciamento foram produzidas com volume total de 10 pL, contendo 2 pL do mix do kit
“BigDye Terminator v.3.1” (Applied Biosystems), 1 uL. de tampao de sequenciamento 5x, 0,5
uM do respectivo primer (forward ou reverse), de 100-200 ng de amostra purificada (produto
da PCR) e agua ultrapura para completar o volume. As amplificagdes foram realizadas em

termociclador (PTC-100, MJ Research, Inc.): desnaturagdo inicial de 3 minutos a 95°C,
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seguida de 40 ciclos: 95°C por 15s, 55°C por 15s e 60°C por 2min. O produto resultante da
amplificacdo foi submetido a um processo de precipitacdo conforme recomendagdes do
fabricante do kit BigDye Terminator v3.1 (Applied Biosystems). Por fim os produtos
resultantes do processo de precipitagdo foram submetidos a leitura em sequenciador ABI
PRISM® 3500x1 (Applied Biosystems).

Os eletroferogramas resultantes da leitura automatica do sequenciador foram
avaliados com o aplicativo Phred-Phrap que gerou sequéncias consenso por meio do
aplicativo CAP3 do pacote computacional “Electropherogram Quality Analysis”
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph). As sequéncias foram comparadas com outras
sequencias depositadas no GenBank (NCBI), com o auxilio da ferramenta “BLAST Search”.

Para o alinhamento das sequéncias foi utilizado o algoritmo Clustal W, incluso no
software BioEdit v.7.0.5.3 (Hall, 1999), os quais foram checados manualmente.

O viés filogenético dos dados moleculares obtidos foi testado por meio da analise de
saturagdo dos dados, o qual estima a correlacdo entre as taxas de transigdes (s) e transversoes
(v) com a distancia genética entre os tdxons por meio do programa DAMBE (Xia 2000). Para
tanto foi utilizado o modelo de distancia K2P (Kimura-2-Parameter distance model)
(Schneider). As taxas de transicdo e transversdo devem ser diretamente proporcionais as
distancias genéticas, de modo que ndo haja a intersec¢do entre as retas que representam a
distribuicdo dos dados. Neste caso verifica-se a nao saturacdo dos dados (Schneider, 2007),
portanto estes podem ser utilizados nas analises filogenéticas.

Todas as sequéncias obtidas foram utilizadas inicialmente nas anélises filogenéticas
em separado para comparagdo, bem como foram combinadas em uma matriz Unica na
tentativa de construir arvores com o maior numero de dados possivel, refletindo em

topologias correspondentes a evolucao dos taxons.
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Trés metodologias de reconstrucdo filogenética foram empregadas nas analises,
maxima parcimdnia (MP), méxima verossimilhanca (ML) e Analise Bayesiana. O programa
MEGA 5.1 (Tamura et al., 2011) foi utilizado para as analises de maxima parcimdnia e
maxima verossimilhanga testando as respectivas topologias com o método de bootstrap com
1000 permutacdes aleatorias. O mesmo programa foi utilizado para selecionar o melhor
modelo de substitui¢do nucleotidica por meio de uma analise de maxima verossimilhanga, a
qual indicou o modelo general time reversibel com distribuig¢do gamma (GTR+G), através
dos critérios de informagdo bayesiana (BIC) e Akaike (AIC), tanto para cada sequéncia de
gene como para a sequéncia de genes concatenados.

A andlise bayesiana foi realizada pelo programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist &
Huelsenbeck, 2003). As buscas pelo método Monte Carlo via cadeias de Markov (MCMC)
foram feitas ao longo de 4.000.000 de geracdes, amostrando uma arvore a cada 100 geragdes.
Os dados de saida gerados pela analise bayesiana foram visualizadas utilizado o aplicativo
Tracer v1.4 (Rambaut & Drummond, 2007) para definir o ponto de descarte das arvores
iniciais com maior grau de variancia. Em seguida o aplicativo TreeAnnotator 1.4.8 incluso no
pacote de programas BEAST (Rambaut & Drummond, 2007) foi utilizado para realizar o
processo de descarte das 4000 arvores iniciais gerando um consenso das 36000 arvores

restantes.

RESULTADOS

Os tamanhos dos fragmentos obtidos por PCR das regides dos genes mitocondriais e
nuclear para as amostras das espécies de Euglossa foram, aproximadamente: barcode: 665 pb,

COI: 562 pb, 16S: 360 pb e 28S: 817 pb (Tabela II).



Capitulo 3 Filogenia de Euglossa 88

Nao se obteve sucesso para a amplificacdo de alguns fragmentos, portanto para a
regido 16S das espécies E. amazonica, E. jacquelynae e¢ E. ioprosopa foram utilizadas as
matrizes excluindo estas sequéncias e nas andlises filogenéticas estas sequéncias foram
consideradas como dados perdidos.

Apds o alinhamento e a correcdo manual das sequéncias obteve-se uma matriz com os
seguintes valores de caracteres: 665 para a regido barcode, 562 para a regidao COI, 359 para
16S e 725 para 28S. Todos os genes em conjunto totalizaram uma matriz com 2311 caracteres

utilizados para as analises filogenéticas (Tabela II).

Tabela Il. Tamanho dos fragmentos amplificados por PCR e nimero de caracteres analisados
apos alinhamento e corre¢do das sequéncias de parte das regides dos genes COI, CytB, 16S e
28S das amostras das espécies de Euglossa.

ReqiA Tamanho do fragmento NUmero de caracteres

egiao o ) ~
amplificado apas correcao

COI (barcode) 665 pb 665 caracteres

COI (posterior ao barcode) 562 pb 562 caracteres

16S 360 pb 359 caracteres

28S 817 pb 725 caracteres

Total 2311 caracteres

Os resultados obtidos pelo teste de saturacao de substitui¢do para os dados de todos os
genes agrupados indicam que a taxa de transi¢do/transversdo em relacdo a distdncia genética
aumenta de forma linear R*(s) = 0,8228 e R*(v) = 0,9537 (Figura 1) e a analise grafica indica
que os dados ndo estdo saturados.

Os testes de saturacdo de substituicdo para os dados de todos os genes analisados
separadamente também indicam que a taxa de transi¢do/transversdo em relacdo a distancia
genética aumenta de forma linear (Figura 2), indicando que os dados de cada uma das regides

analisadas ndo estdo saturados.
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Figura 1. Relagdo entre as taxas de transi¢des (s) e transversdes (v) em relagdo a distancia
genética para o conjunto de dados concatenados (barcode, COI, 16S e 28S) das amostras de
Euglossa analisadas.
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Figura 2. Relagdo entre as taxas de transi¢des (s) e transversdes (v) em relagdo a distancia
genética (K2P) nas amostras de espécies de Euglossa para as regides dos genes: COI (regido
barcode); COI (regido posterior ao barcode); subunidade ribossomal 16S; subunidade
ribossomal 288S.
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A partir dos dados das sequéncias de cada uma das regides analisadas (COI regiao
barcode e regido posterior ao barcode, 16S e 28S), foi possivel realizar a analise filogenética
e a construgdo de trés arvores com base em modelos de filogenia diferentes: analise bayesiana
(Figuras 3, 5, 7 ¢ 9), méxima parcimonia (MP) e maxima verossimilhanga (ML) (Figuras 4, 6,
8 e 10).

Ao comparar as arvores geradas, considerando as trés andlises filogenéticas
empregadas, por cada um dos genes em separado, verifica-se que as arvores do gene COI,
tanto para a regido barcode quanto para a regido posterior ao barcode, mostraram
grupamentos das espécies dos subgéneros mais consistentes do que dos genes 16S e 28S. No
caso, as arvores geradas a partir dos dados das sequéncias de 16S, por exemplo, agruparam
amostras de espécies diferentes como E. crassipunctata com E. ignita e E. despecta as quais
pertencem aos subgéneros Glossurella, Glossura e Euglossa respectivamente.

Ja nas arvores geradas a partir do gene 28S, ocorreu a separagdo de E. imperialis das
demais amostras do subgénero Glossura.

Porém, verifica-se que nas arvores geradas a partir das regides do gene COI ocorreu
agrupamento de amostras de E. pleosticta e E. truncata, ambos do subgénero Euglossa, sendo
que nas arvores de 16S estas espécies se mostram proximas, porém, as amostras de cada
espécie se distinguem umas das outras formando dois grupos distintos.

Além, disto, para as duas regides do gene COI observa-se a posi¢cdo do subgénero

Euglossella como grupo-irmao dos demais subgéneros.
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Figura 3. Arvore filogenética criada a partir dos dados da analise bayesiana gerados a partir
de 665 caracteres da regido barcode do gene COI de 108 amostras de 28 espécies de Euglossa
usando o programa MrBayes 3.1.2. Trés amostras representando as espécies Eulaema
cingulata, Eufriesea violacea ¢ Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros
correspondem as probabilidades posteriores, sendo excluidos valores abaixo de 50%.
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Figura 4. Arvores de maxima parcimonia (MP) e maxima verossimilhanca (ML) de 108
amostras de 28 espécies de Euglossa. Analise realizada a partir de 665 caracteres da regido
barcode do gene COI. Os valores de bootstrap foram calculados no programa computacional
MEGAS5.1 com 1000 permutagdes. Trés amostras representando as espécies Eulaema
cingulata, Eufriesea violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros
correspondem aos valores de bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%.
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Figura 5. Arvore filogenética criada a partir dos dados da anélise bayesiana gerados a partir
de 562 caracteres da regido posterior ao barcode do gene COI de 108 amostras de 28 espécies
de Euglossa usando o programa MrBayes 3.1.2. Trés amostras representando as espécies
Eulaema cingulata, Eufriesea violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os
numeros correspondem as probabilidades posteriores, sendo excluidos valores abaixo de 50%.



Capitulo 3

Filogenia de Euglossa

MP

E. melanotricha 2
‘—L_r E. melanotricha 3
— E. melanotricha 4

E despecta 1
E. despecta 3
] E. nanomelanotricha 4
7 E. nanomelanoiricha 2
E. nanomelanotricha 1

E. nanomelanoiricha 3

E. amazonica 2
E. amazonica 3

E crassipunctata ;
—E. crassipunctata 3
E. despecta 2

E. cordala 3
E. cordala 12
' E. cordata 7
E. cordata 8
E. cordata 10
E. cordata 11

B E. cordala 4
E. cordata 6
— E. cordata §
E. cordala 9
E. cordata 1
E. cordalta 2
E. modestior 1
1— E. modestior 2
‘ ]—C a ns\nomslsnotri:ha;

E. pleosticta 6
E. pleosticta 8
E. pleosticta 1

— E. annectans 1

E. 2

1 — E. annectans 3
E. annectans 4

i

H

i
o lohy

33

Hi

i

2838

11
LSRR XY

TETG
.3
®

| s P

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm
3 é 2e2e s . &, &%
g L tn— by

3
g
g

94

Figura 6. Arvores de maxima parciménia (MP) e maxima verossimilhanga (ML) de 108 amostras
de 28 espécies de Euglossa. Analise realizada a partir de 562 caracteres da regido posterior ao
barcode do gene COI. Os valores de bootstrap foram calculados no programa computacional
MEGAS.1 com 1000 permutacdes. Trés amostras representando as espécies Eulaema cingulata,
Eufriesea violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os niimeros correspondem
aos valores de bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%.
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Figura 7. Arvore filogenética criada a partir dos dados da anélise bayesiana gerados a partir
de 360 caracteres do gene 16S de 99 amostras de 25 espécies de Euglossa usando o programa
MrBayes 3.1.2. Trés amostras representando as espécies Eulaema cingulata, Eufriesea
violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros correspondem as
probabilidades posteriores, sendo excluidos valores abaixo de 50%.
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Figura 8. Arvores de maxima parcimdnia (MP) e méxima verossimilhanca (ML) de 99
amostras de 25 espécies de Euglossa. Analise realizada a partir de 360 caracteres do gene
16S. Os valores de bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS.1 com
1000 permutagdes. Trés amostras representando as espécies Eulaema cingulata, Eufriesea
violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros correspondem aos
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valores de bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%.
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Figura 9. Arvore filogenética criada a partir dos dados da anélise bayesiana gerados a partir
de 817 caracteres do gene 28S de 108 amostras de 28 espécies de Euglossa usando o
programa MrBayes 3.1.2. Trés amostras representando as espécies Eulaema cingulata,
Eufriesea violacea ¢ Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os numeros
correspondem as probabilidades posteriores, sendo excluidos valores abaixo de 50%.
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Figura 10. Arvores de maxima parcimonia (MP) e méxima verossimilhanga (ML) de 108
amostras de 28 espécies de Euglossa. Analise realizada a partir de 817 caracteres do gene
28S. Os valores de bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS.1 com
1000 permutagdes. Trés amostras representando as espécies Eulaema cingulata, Eufriesea
violacea e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros correspondem aos
valores de bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%.
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A partir dos dados das sequéncias de todas as regides concatenadas, com todas as
espécies analisadas inclusas, foram realizadas as analises filogenéticas de analise bayesiana
(Figura 11), méxima parcimoénia (Figura 12) e méxima verossimilhanga (Figura 13).

As arvores geradas por meio dos trés modelos utilizados, com a sequéncia de todos os
genes concatenados, mostraram Euglossella como grupo irmdo dos outros subgéneros de
Euglossa, com uma alta sustentag@o pela analise de bootstrap em todas as analises (Figuras 2,
3 ¢ 4). Contudo, particularmente no caso de E. decorata, que nas analises bayesiana ¢ de
maxima parcimOnia aparece agrupada com outras espécies de Euglossella, na analise de
verossimilhang¢a os dois individuos desta espécie aparecem misturados com outras espécies de
Glossura. Destaca-se também que os subgéneros Glossura, Glossurella e Glossuropoda
formam um clado que se agrupa com Euglossa com valores altos de bootstraps.

Os dados do presente trabalho (considerando as sequéncias concatenadas) mostram a
espécie E. rugilabris (subgénero Glossuropoda) agrupada com as espécies do subgénero
Glossura. Além disto, a amostra de E. stellfeldi (subgénero Glossurella) constitui um grupo
irmdo de E. annectans (subgénero Glossura).

Com excegdo da arvore de maxima verossimilhanca, as espécies de Euglossella
formaram um grupo consistente, com E. viridis formando um clado com E. jacquelynae e
posteriormente se agrupam com E. decorata.

O subgénero Euglossa apresentou um grupamento com todas as espécies que
corroboram com a classificagdo da literatura, porém, a separagdo dos grupos dentro do

subgénero ainda possui alguns pontos de divergéncia.



Capitulo 3

Filogenia de Euglossa 100

E. stellfeldit Glossurella

71.82%

| rE annectans3
100% fE. annectans4

Glossura

Glossuropoda

T2AE%

B5.H%

100%

79.33%

E rE.bﬁanélaf
. fimbriata. N

100%
E. fimbriatad
100% +
-[ (%% _F fimbriatat
W'E‘ fimbriata? i

T E - igeral
E.sewﬁgema_‘se 9

Euglossa

99,99%
100%

100%

100%

TEA1%

elanotrich,
E. nanomelanotrichal
E. nanomelanotricha2
100% B naéimda;nor_.richﬂ

B I
€. modestior2

E amazonicat
E.q—_l_—E‘ amazonica2
E. amazonica3

100%

Glossurella
ey EUGIOSSE

I[ErE Fél’af’;”ﬁ?ﬁ” Euglossella

Apis mellifera

Figura 11. Arvore filogenética criada a partir dos dados da analise bayesiana gerados a partir
de 2311 caracteres dos genes COI, 16S e 28S de 108 amostras de 28 espécies de Euglossa
usando o programa MrBayes 3.1.2. Trés amostras representando as espécies Eulaema
cingulata, Eufriesea violacea ¢ Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os nimeros
correspondem as probabilidades posteriores, sendo excluidos valores abaixo de 50%.
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Figura 13. Arvore de maxima verossimilhanga (ML) de 108 amostras de 28 espécies de
Euglossa. Analise realizada a partir de 2311 caracteres dos genes COI, 16S e 28S. Os valores
de bootstrap foram calculados no programa computacional MEGAS5.1 com 1000
permutagdes. Trés amostras representando as espécies Eulaema cingulata, Eufriesea violacea
e Apis mellifera foram usadas como grupo externo. Os niimeros correspondem aos valores de
bootstrap. Foram excluidos valores de bootstrap abaixo de 50%
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DISCUSSAO

As analises com base nas sequéncias do gene COI tanto para a regido barcode quanto
para a regido posterior ao barcode demonstraram que este se mostrou mais eficiente, em
comparagdo aos outros genes, para a formagdo das topologias dos subgéneros em relagao as
referéncias na literatura. Simon et al. (1994) afirma que o gene codificador da citocromo
oxidase I ¢ o gene mitocondrial mais conservado em termos de evolugdo de aminoacidos.

Em relagdo ao gene 16S, Whitfield & Cameron (1998), analisando sequéncias de
434pb de 16S de amostras de diferentes superfamilias de Hymenoptera, verificaram que este
gene ¢ informativo para analise filogenética entre espécies ou populagdes estreitamente
relacionadas ou entre tribos, subfamilias ou familias. Porém, no presente trabalho,
possivelmente o nimero de caracteres encontrados para 16S foi pequeno para agrupar
eficientemente as amostras de algumas espécies.

Para o gene 28S o niimero de caracteres obtido foi maior do que os outros genes, mas
nao houve a formagao consistente de todos os grupos dos subgéneros. O gene 28S ¢ um gene
considerado mais conservado do que os demais analisados, por ser um gene nuclear, o que
pode ter acarretado as diferencas nos grupamentos.

As arvores dos diferentes genes em separado mostraram varias topologias
discordantes, o que indica a possibilidade de ocorréncia de formagdes de arvores de genes que
sdo diferentes das arvores de espécies. Isto pode ocorrer devido ao curto tempo de divergéncia
entre as diferentes espécies (Pamilo & Nei, 1988). Porém, ainda ¢ possivel inferir sobre a
arvore de espécies com o uso de mais de um individuo por espécie e ainda utilizando mais de
um loco para as analises (Rosenberg & Nordborg, 2002).

Michel-Salzat et al. (2004) ao tragar a filogenia dos géneros de Euglossa, utilizando

caracteres genéticos (genes 16S, COI, LW Rh ¢ EF-1a) e morfologicos, obteve melhores



Capitulo 3 Filogenia de Euglossa 104

resultados nas topologias, com ramos mais consistentes quando utilizou os dados de todos os
genes combinados em relagdo aos resultados dos genes em separado.

Assim, destaca-se a necessidade de combinar os caracteres de todos os genes
analisados de modo que um nimero maior de caracteres ¢ o uso de genes que possuem taxas
evolutivas diferentes (DNA mitocondrial e nuclear) podem gerar dados mais consistentes para

as analises filogenéticas de Euglossa.

Dados de todas as sequéncias de genes concatenados:

Para a analise bayesiana e maxima parcimoénia (Figuras 11 e 12) foram confirmadas as
posi¢des dos subgéneros em relagdo ao trabalho de Ramirez et al. (2010): Euglossella forma
um grupo irmdo dos outros subgéneros de Euglossa, e as posigdes das espécies dos
subgéneros Glossura, Glossurella e Glossuropoda em alguns casos se misturam, ndo
formando grupos distintos por subgénero. No trabalho de Ramirez et al. (2010) Glossura e
Glossurella, por exemplo, constituiram um grupo parafilético.

Dois agrupamentos, que se repetiram em todas as arvores, se destacam, pois nao
corroboram com a classificacdo de grupos e subgéneros descrita para as espécies, porém,
corroboram com dados observados em trabalhos recentes da literatura (Hinojosa-Diaz, 2010;
Ramirez, 2010), o agrupamento de E. rugilabris com as espécies do subgénero Glossura que
corrobora com Ramirez (2010) e E. stellfeldi constituindo um grupo irmédo de E. annectans o
que possivelmente acresce mais um dado para a discussdo sobre os subgéneros de Euglossa.
Porém, no presente trabalho somente um macho de E. stellfeldi foi amostrado, portanto deve-
se ter cautela sobre os dados obtidos.

Cockerel (1917) sugeriu a criagdo do subgénero Glossura para incluir espécies com
aparelhos bucais alongados e escutelo bigiboso, de modo que as demais espécies formariam o

subgénero Euglossa s.str. Moure (1967) acrescentou o terceiro subgénero Euglossella.
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Dressler (1978) cria o quarto subgénero Dasystilbe para incluir espécies que compartilhavam
caracteristicas de Glossura e Euglossella, além de fazer uma abordagem dos quatro
subgéneros existentes até entdo. Neste mesmo trabalho, Dressler separou as espécies descritas
de Euglossa em 12 grupos (Hinojosa-Diaz, 2010), posteriormente, Dressler (1982¢) e Moure
(1989) sugeriram a criagdo de mais dois subgéneros: Glossurella e Glossuropoda
respectivamente (Roubik & Hanson, 2004). Dressler (1982c¢) propos a criacdo desse novo
grupo a partir de Glossura (espécie tipo bursigera), de modo que o grupo se constituiria de
individuos parecidos com Glossura, com algumas espécies com “bolsos” caracteristicos,
depressoes semicirculares com tufos diagonais de cerdas. Moure (1989) propos a criagdo de
mais um subgénero (espécie tipo intersecta, igualmente presente anteriormente em Glossura)
com individuos que se destacam com um basitarso médio largo.

Hinojosa-Diaz (2010) propde uma reformulagdo em Glossura, Glossuropoda e
Glossurella os quais formaram alguns ramos parafiléticos na filogenia a partir de dados de
caracteres da genitalia dos machos.

Faria Jr e Melo (2007) separou a espécie E. stellfeldi do subgénero Glossura ¢ o
classificou para o subgénero Glossurella por meio de analises de dados morfoldgicos dos
grupos, de modo que o grupo Glossura se constituiria entdo de espécies com caracteristicas
mais homogéneas. As espécies analisadas por Faria Jr e Melo (2007) de Glossurella
(incluindo a espécie tipo E. bursigera), diferente das espécies de Glossura, apresentam uma
depressdo circular visivel sobre a superficie interna da tibia posterior, como E.stellfeldi
igualmente apresentou. Porém estes mesmos autores ainda afirmam em seu trabalho que
extensas analises filogenéticas sdo necessarias para provar a posicdo das espécies nos
diferentes subgéneros.

Em relagdo ao subgénero Euglossella, destaca-se a formagdo de um clado entre E.

viridis e E. jacquelynae para as trés analises realizadas. Estas duas espécies sdo consideradas
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espécies distintas por Nemésio (2007; 2009) e reconhecidas como uma unica espécie no
catalogo Moure (Moure et al., 2012). Neste caso, E. jacquelynae ¢ tratada como sinonimia de
E. viridis. As duas espécies sdao similares em tamanho e cor, porém, Nemésio (2009) afirma
que as duas espécies ndo sdo simpatricas e possuem caracteristicas que as diferem como a
forma da mancha paraocular, que ¢ maior em E. jacquelynae, ¢ da forma do tufo anterior da
mesotibia. Na arvore gerada pelas andlises bayesianas, as duas espécies parecem formar
ramos que as separam como espécies distintas, porém, este resultado ndo se repetiu para as
outras duas arvores analisadas, portanto, ainda sdo necessarios estudos com um maior nimero
de individuos e amostragens de diferentes locais de ocorréncia das duas espécies para um
melhor esclarecimento sobre estes tdxons.

Ainda, Hinojosa-Diaz ¢ Engel (2011) a partir de dados morfologicos e inferéncias
genéticas (Ramirez et al., 2010) fizeram a revisdo do subgénero Euglossella ¢ a partir de seus
resultados, propuseram a divisdo deste em dois grupos: grupo Viridis, ja existente em
classifica¢des anteriores, ¢ a criagdo do grupo decorata, que se caracterizaria por espécies
com coloragdo amarelo-acastanhada com iridescéncia na cabega e mesosoma, € uma auséncia
quase total de cor metalica no metasoma, diferenciando de viridis cujas espécies possuem
tegumento do corpo brilhantemente forte, com coloracdo que pode variar de azul metalico,
verde, roxo ou avermelhada (Hinojosa-Diaz & Engel, 2011). Nas analises filogenéticas, E.
decorata aparece como grupo irmao do clado E. viridis + E. jacquelynae, o que possivelmente
corrobora com a classificacdo de Hinojosa-Diaz & Engel (2011).

O subgénero Euglossa apresentou uma tendéncia a formagao dos grupos previamente
descritos com base em caracteres morfologicos (cordata, purpurea, analis, ¢ cybelia)
(Dressler, 1978), principalmente levando-se em consideragao a arvore de maxima parcimonia

(Figura 3), no entanto, nos trés métodos de reconstrucdo filogenética Euglossa nao apresentou
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uma topologia completamente resolvida com variacdoes de diferentes taxons entre os
grupamentos (Figuras 2, 3 ¢ 4).

A espécie E. crassipunctata (subgénero Glossurella) nas arvores de maxima
verossimilhanga e bayesiana (Figuras 2 e 4) agrupou com o clado do subgénero Euglossa,
neste caso, para que haja a definicdo da posi¢do desta espécie, possivelmente seja necessario
um maior nimero de caracteres para defini¢do deste taxon, ou ainda a adi¢do de novos taxons
para sustentar com melhor precisdo os ramos formados (Barraclough & Nee, 2001).

Nas arvores de maxima verossimilhanga ¢ bayesiana o género Eulaema Lepeletier
agrupa com Euglossa Latreille ¢ posteriormente Eufriesea Cockerell agrupa com os dois
géneros, ja na arvore de maxima parcimdnia a posicdo de Eulaema e Eufriesea se inverte.
Para Ramirez et al. (2010) as posi¢des dos dois géneros foi inconsistente, dependendo do
método de analise filogenética ou do modelo de evolugdo de sequéncia utilizado. Michel-
Salzat et al. (2004), encontrou um clado apical formado por Eulaema e Eufriesea. Ja para
Dick et al. (2004), analisando uma porg¢do do gene COI os dois géneros formam um clado que
se agrupa posteriormente com o género Euglossa. Portanto, para a resolu¢do da posi¢ao destes
taxons ainda sao necessarios novos estudos.

A arvore que se mostrou mais consistente com os dados da literatura foi a gerada por
meio da analise bayesiana, com ramos que apresentaram valores de bootstraps mais
consistentes, e grupamentos de amostras de uma mesma espécie formados com um maior grau
de confiabilidade. Porém, ndo se pode descartar o uso de diferentes modelos para solucionar
pontos especificos dos grupos.

Assim, infere-se a necessidade de maiores esforgos para os estudos dos subgéneros de
Euglossa. Trabalhos que envolvam a genética de populagdes das diferentes espécies com
duvidas taxondmicas e possiveis reclassificagdes nos subgéneros possivelmente retratardo de

forma mais clara o status destas abelhas.
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Estes esfor¢cos poderdo auxiliar inclusive para uma melhor conservagdo destas, uma
vez que algumas espécies que estdo sendo propostas como sinonimias podem constituir
espécies diferentes, ou ainda espécies tratadas como distintas podem na verdade constituir

populacdes de uma mesma espécie.
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Abstract

This study used morphological and genetic approaches to describe for the first time an
individual of a cuglossine bee (Euglossa melanotricha) showing both female and male
morphological features. The genetic analysis was based on microsatellite markers, which were
amplified from DNA extracted from left and right insect hind legs, exhibiting male and
female phenotypes, respectively. The morphological analysis revealed that the individual
studied had a sting and most parts of the insect body, except for the three left legs, showing
female phenotype. From the nine microsatellite loci amplified, none was heterozygous for
both phenotypes/samples analyzed. The genetic results suggest two main possibilities: the bee
showing female and male morphological features is either a hemizygous (or haploid) for both
body parts genotyped or a diploid individual, but homozygous for all loci analyzed. Our
findings indicate that the organism analyzed is an intersex, since both female and male body

parts (tissue) of this individual were genetically uniform.

Euglossini / Euglossa melanotricha / microsatellite / anomalous bee / euglossine
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INTRODUCTION

In morphological terms, gynandromorphs and intersex can be defined as organisms
that have both male and female characteristics in the same individual (Narita et al., 2010;
Negri and Pellecchia, 2012; Tulgetske and Stouthamer, 2012). Nevertheless, while the first
ones are genetically chimerical organisms, exhibiting both male and female genotypes in their
tissues, intersex are characterized for being genetically uniform and, consequently, at least
some parts of their tissues have either a sexual phenotype opposite to their genetic sex or an
intermediate sexual phenotype (Narita et al., 2010).

Among insects of the order Hymenoptera, there are several reports on the occurrence
of gynandromorph (or intersex) individuals in nature (Michez et al., 2009; Narita et al., 2010).
In most of these studies, gynandromorphy is the term most commonly used, since with some
exceptions (Beukeboom et al., 2007a; Dobata et al., 2012), the reports on cases of
gynandromorphism are restricted to morphological descriptions (Gonzalez, 2004; Engel,
2007; Lucia et al., 2009, Sampson et al., 2010; Giangarelli and Sofia, 2011).

Especially in bees, over 100 cases of gynandromorphism involving different species
are described in the literature (reviewed by Wcislo et al., 2004; Michez et al., 2009; Hinojosa-
Diaz et al., 2012). Although the mechanisms that generate gynandromorphs (and intersexes)
have not yet been completely elucidated, the occurrence of gynandromorphs among these and
other hymenopterans has been attributed to the haplodiploid sex-determination system
(Yoshizawa et al., 2009; Narita et al., 2010).

In haplodiploid insects, such as bees, the common mode of reproduction is
arrhenotoky, from which males arise from unfertilized (haploid) eggs, and thus are
hemizygous, while females arise from fertilized eggs and thus are diploid organisms (Cook,
1993). Within hymenopterans, a number of sex determining mechanisms has been proposed

attempting to explain how males and females are produced under this haplodiploid system
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(Beukeboon et al., 2007a). Particularly in bees, the single locus-complementary sex
determination (sl-CSD) system, involving the csd multiallelic locus, was proved to occur for
different species (Van Wilgenburg et al., 2006; Beukeboom et al., 2007a). Under sl-CSD,
bees that are heterozygous at this locus develop into females phenotypes, whereas
hemizygous develop into haploid males (Cook and Crozier, 1995; Van Wilgenburg et al.,
2006). On the other hand, in diploid individuals, when the csd locus is in homozygosis,
diploid males, usually sterile and unviable, can also be produced (Cook and Crozier, 1995;
Zayed, 2009).

With regard to the genetic aspects involving gynandromorphism in bees, three main
hypotheses reviewed by Michez et al. (2009) have been proposed, in an attempt to explain the
emergence of gynandromorphs in these insects: (a) embryogenic fertilization, (b) polyspermy,
and (c) elimination of chromosomes. The first hypothesis seeks to explain the onset of
maternal characters expressed in the male parts of the gynandromorphs. In this case, such
occurrence is attributed to a delay in the entrance of the sperm into the oocyte cytoplasm and
the fusion of maternal and paternal nuclei only after the first cleavage of the oocyte (Gordh
and Headrick, 2001; Michez et al. 2009). The second hypothesis relies upon records of
gynandromorphs produced in laboratory and, therefore, from known parents, displaying
paternal characters in the male parts of the body of such gynandromorphs. The explanation
involving polyspermy presented herein is ascribed to the penetration of two sperms into the
oocyte, one of which yielding a diploid nucleus after fusion with the oocyte nucleus and the
second originating a haploid nucleus with a paternal genome (Morgan, 1905; Rothenbuhler et
al., 1952; Michez et al., 2009). The third hypothesis, which purports the elimination of the
chromosome, could explain the occurrence of female and male characters in diploid tissues.
Due the expression of the CSD locus, the tissues with male characteristics should be

hemizygous or homozygous, and the female tissues heterozygous. In this case, the elimination
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of the chromosome would result in the loss of the features regulated by the CSD locus (Gordh
and Headrick, 2001). This loss would occur during the zygote’s cell division, when a female
nucleus would lose the CSD locus, although duplicate genetic content is still maintained for
the remaining loci. Another possibility is the occurrence of mutation and/or inhibition of only
the CSD allele and not of the entire chromosome (Michez et al., 2009). Such authors sustain
that the currently available molecular methododologies can help elucidate the possible genetic
mechanisms involved in the origin and development of gynandromorphs. In fact, in a recent
study of microsatellite markers, Dobata et al. (2012) observed that the tissues showing a
female phenotype of a gynandromorph ant (Diacamma sp), had alleles consistent with its
biparental inheritance (diploid), whereas most of the tissues with male characteristics
possessed alleles indicating the possible occurrence of androgenesis, i.e., paternal origin of
the tissue (haploid).

As regards the study of bees, Paxton et al. (2009) support that the codominant nature
of microsatellites makes them potentially important tools for the inference of ploidy in this
group of Hymenoptera. Microsatellites have been employed and proven effective in the
determination of kinship between individuals of the same colony (Cowan and Stahlhut, 2004).
Furthermore, microsatellite markers have helped in the study of cases of diploid males in
orchid bees (Souza et al., 2010), for which three recent publications bring the first reports of
the occurrence of gynandromorphs (Giangarelli and Sofia, 2011; Hinojosa-Diaz et al., 2012;
Silveira et al., 2012), although none of these studies carried out a genetic analysis of the
specimens described.

Thus, the present study aimed to describe morphologically an anomalous individual of
the species Euglossa melanotricha Moure, 1967, showing the morphological characteristics of
both sexes and based on the use of microsatellite markers provide information on the

genotype of this organism.
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MATERIAL AND METHODS

The species Euglossa (Euglossa) melanotricha is typical of ecosystems with more
open vegetation domains (Silveira et al., 2002), such as the Cerrado biomes (Alvarenga et al.,
2007), where the only known nests were recorded (Augusto and Garofalo, 2007). Normally
found in high altitude areas (> 1000m above sea level) in southeastern Brazil, this bee is rare
or absent in regions of low altitude (Nemésio, 2009).

The individual of E. melanotricha analyzed in this study was collected after its
emergence in a nest, whose development had being accompanied through direct observations.
This nest was found by one of the authors (Augusto, SC) in a cavity of the ground, in an area
of the Cerrado bioma (Brazilian savanna), located in Uberlandia (18°55'S and 48°17'W), State
of Minas Gerais, southeastern Brazil.

For the comparative genetic analyses, we utilized two females collected from the same
nest of the studied specimen, but from another generation, and two males collected with odor-
baits near a forest fragment in the municipality of Piumhi, state of Minas Gerais, southeastern
Brazil.

The morphological description used for the analyzed specimen was based on
Giangarelli and Sofia (2011). Morphological measurements and photographic records of this
individual were performed using a stereo photo microscope (Motic SMZ 168; Speed Co. Ltd.,
Xiamen, China). The morphological measurements were taken three times with the help of the
Motic Image Plus 2.0 software. In this work, we will present the average measurements
obtained.

For the genetic analyses of the individual presenting characteristics of both sexes, we
performed DNA extractions from the right and left legs of the bee (showing, respectively,
female (F) and male (M) phenotypes). In the case of the two males and two females

specimens analyzed for comparative purposes, DNA was obtained from the right hind leg.
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The DNA extraction method was based on Suzuki et al. (2010) with some
modifications. The material was minced using scissors, and subsequently, samples were
incubated with proteinase K (20 pg/uL) and extraction buffer (1% SDS, 200 mM Tris—HCI,
250 mM NaCl, 25 mM EDTA, pH 8.0), for 2 h at 64°C. Then, DNA was purified with
standard phenol—chloroform extractions, precipitated with ice-cold absolute ethanol, and
resuspended in 70 pL TE buffer (10 mM Tris—HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0). The DNA
concentration was determined using a DyNA Quant 200 fluorometer (Hoefer) using Hoechst
33258 dye and was diluted so that all DNA samples were at a standard concentration (5
ng/uLl).

For the amplification reactions, we tested 16 different pairs of primers described for
Euglossa cordata (Souza et al., 2007) and Euglossa annectans (Paxton et al., 2009) and nine
primers were selected for the analyses. The annealing temperatures of each primers where
optimized for use in the PCR reactions. The amplified loci and their annealing temperatures
were: Egc26 and ann4 (50°C), ann2 (53°C), Egc24, Egc51 and ann8 (54°C) and Egc37 and
ann41 (56°C). The forward primers of each pair received a small additional 5° end tag (5'-
TGTAAAACGACGGCCAGT-3 '"). This same short sequence was synthesized with the
addition of one of the three 6-FAM, HEX and NED fluorophores independently to be used as
a third primer, following the amplification strategy described by Schuelke (2000).

Each PCR reaction was carried out in a 5-puL solution containing 1 pL of DNA
template, 2.5 uL GoTaq” Colorless Master Mix (Promega) 2x, 0.1 pL glycerol, 0.125 uM of
tailed primer, 0.125 uM of reverse primer, 0.0125 uM of forward primer and ultrapure water.

The amplifications were performed in a thermocycler (PTC-100, MJ Research, Inc.);
the protocol was optimized according to the pair of primers utilized. The amplifications began
with an initial denaturation at 95°C for five minutes, followed by 10 cycles comprising an

initial step of denaturation for 30 seconds at 94°C, a primer annealing step of one minute with
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a temperature that varied according to the primer utilized, and a final step of one minute at
72°C, followed by 25 additional cycles consisting of 30 seconds at 89°C and one minute
annealing at the same temperature used in the 10 previous cycles and one minute at 72°C.
After the cycles, a final extension was applied for 30 minutes at 72°C.

The fragments yielded by PCR were submitted to automatic electrophoresis in an ABI
sequencer model 3500x] (Applied Biosystems). A GeneScan™ 600-LIZ ® (Applied
Biosystems) was used as the standard marker of the fragment sizes. The sample genotypes
were analyzed using the GeneMarker 1.85 software (SoftGenetics, State College, PA) and

checked manually.

RESULTS

Considering that in the literature the terms gynandromorph and intersex are often used
interchangeably (Tulgetske and Stouthamer, 2012), in the current study the term
‘gynandromorph’ will be used hereinafter aiming to clarify the presentation and discussion of

the results.

- Morphological description of the ‘gynandromorph’:

The individual analyzed showed a total body length of 11.17 mm and width (between
the wings) of 3.52 mm. The head width measured 4.82 mm and the right and left jaws, 1.64
mm and 1.24 mm, respectively. The right and left antennae, measuring 3.58 mm and 3.58
mm, respectively, had 12 segments.

Most of the body showed female characteristics: paraocular unstained head (Fig. 1a)
and antennae with 12 segments; scutellar tuft (Fig. 1d) and stinger (Fig. 1f). However, the
right side legs exhibited a female phenotype and the left side legs, a male phenotype (Fig. 1a,
b): (i) metatibia with a slit (left side) (male feature) (Fig. 1h), (ii) metatibia with a corbicula

(right) (female feature) (Fig. 11), (iii) mesotibia (left) with a velvety area with basal and distal
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cushions (typical male characteristics) (Fig. 1j), (iv) mesotibia (right side) without velvety

area and cushions (Fig. 1k).
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Fig. 1 Individual of Euglossa melanotricha with male and female phenotypic characteristics.
a: side view (right), b: side view (left), c: front view of the head; d: scutellum with a scutellar
tuft (as observed in the female of this species), e: view of the abdomen showing the sting; f':
ventral view of the sting; g: dorsal view, h: metatibia (left) with the presence of slit, i:
metatibia (right) with Corbicula; j: mesotibia (left) with velvety area and basal and distal
cushions; k : mesotibia (right side)
- Genetic analysis of the ‘gynandromorph’:

For each of the nine loci studied, we observed the occurrence of a single allele for both
metatibiae analyzed (left/M and right/F) i.e., both samples of the analyzed individual

presented the same genotype, which was compatible with a hemizygous individual or

homozygous diploid. As regards the males (1 and 2) and female controls (1 and 2), the results
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revealed that the two analyzed males showed a single allele per locus, compatible with the
haploid or hemizygous pattern of male bees, while the two females were heterozygous for at
least one of the nine loci investigated.

With respect to female 1 (F1), from the nine amplified loci, at least six revealed to be
heterozygous, while female 2 (F2) was heterozygous at eight of the nine loci (Table I).
Among all amplified loci in this work, despite having proven to be polymorphic, locus ann41
was ineffective to reveal heterozygosis among the analyzed females. The estimated sizes of
each allele identified at the nine microsatellite loci ranged from 115 bp (primer ann04) to 221
bp (primer Egc51) (Table I).

Table 1. Alleles found at the nine loci of analyzed microsatellites for leg samples (left/male
and right/female) of the anomalous individual of Euglossa melanotricha, showing the
phenotypes of both sexes, and for the samples (legs) of the two males (M1 and M2) and two

females (F1 and F2) of this species exhibiting normal phenotypes, which were used in
comparative analyses.

Alleles size range for
9 Alleles found for each sample

each locus
Left leg Right leg
Locus Size (pb) (male (female Normal Normal Normal Normal
M1 M2 F1 F2
phenotype) phenotype)
Egc 24 (192-204)* 187 187 199 199 190/ 199 199 /202
Egc 26® (164-168)* 162 162 162 162 159/162 159/162
Egc 37°  (154-166)* 155 155 149 149 149 /152 152/155
Egc 51*  (223-229)* 210 210 218 218 218 /218 218 /221
ann -
02° 186-200)° 194 194 176 174 174 /198 192/198
ann -
04° 129-145)° 127 127 119 121 121/121 115/121
ann 08°  (145-171)° 121 121 141 141 137/ 145 137 /139
ann 24°  (165-197)° 169 169 163 159 159 /169 169 /169
ann41°  (164-176)° 158 158 154 154 154 /154 154 /154

“Souza et al. (2007) tested on E. melanotricha; "Paxton et al. (2009) estimated for E. annectans.
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DISCUSSION / CONCLUSION

Different authors have proposed some categories or classes of gynandromorphism in
Hymenoptera in an attempt to group the individuals presenting some kind of morphological
pattern in the distribution of male and female characters throughout the body (Dalla Torre and
Friese, 1899; Michez et al., 2009). In a review of the records and studies of
gynandromorphism in bees, Michez et al. (2009) recognize three main categories: 1) bilateral,
if the male and female parts of the body are the same and symmetric, 2) transverse, if the
sexual characteristics are distributed into two asymmetric parts, and 3) mosaic (or mixed), if
the sexual characteristics are randomly distributed throughout the body. According to Wcislo
et al. (2004), the mosaic (or mixed) class is most frequently found in bees, although there are
discrepant data in the literature regarding this occurrence (Michez et al., 2009).

The present work purports that despite the clear predominance of female tissues,
especially throughout the head, mesossoma and metassoma, the analyzed individual can be
inserted into the mosaic (or mixed) category, as it has male and female characteristics
unevenly distributed throughout its body. Similarly to our results, the three other cases of
gynandromorphism in orchid bees (Euglossa iopoecila Dressler, Euglossa tridentata Moure
and Eulaema atleticana Nemésio) recently published also correspond to the asymmetric
mosaic pattern (Giangarelli and Sofia, 2011; Hinojosa-Diaz et al., 2012; Silveira et al., 2012).

Engel (2007) conveys that reports of the internal morphological aspects in bee
gynandromorphs are most needed and still scarce in the literature. Although this work
accomplished only a partial dissection of the metassoma, it was possible to identify the
presence of an apparently normal stinger in the metassoma of the E. melanotricha specimen
analyzed. Recently, the presence of this organ was also reported for the species Eulaema
atleticana (Silveira et al., 2012). In the case of this species, as well as in E. melanotricha, the

metassoma showed entirely phenotypic female characteristics.
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Concerning the genetic findings, which revealed the occurrence of only one allele per
microsatellite locus analyzed, it seems acceptable to suppose that the tissues from the left
(male trait) and right (female trait) legs of E. melanotricha studied herein are haploid (at least
with regard to the male body part) and/or diploid homozygous at the nine loci. However,
several studies involving euglossine females and amplification of a number of microsatellite
loci, similar to those analyzed in the present work, revealed that females of these bees are
heterozygous at least at one locus (Paxton et al., 2009; Souza et al., 2010; Cerantola et al.,
2011). Cerantola et al. (2011), analyzing nine microsatellite loci for the study of 11
populations of Euglossa cordata L., observed the presence of heterozygous females at all loci
analyzed.

As previously mentioned (see Materials and Methods section), from the nine loci
employed in the genotyping of five individuals of E. melanotricha analyzed herein (i.e. the
'gynandromorph’, the two males and the two females with normal phenotype), four were
described by Souza et al. (2007) for the species E. cordata and five were described for E.
annectans (Paxton et al., 2009). When comparing the heterozygosity (H,) observed in the
analysis of females of these two studies, it appears that, from this set of loci, only the locus
ann41 showed a low value of H, (0.143) in the analysis of 21 females of E. annectans (Paxton
et al., 2009), while the remaining seven loci showed estimates of H, ranging from 0.45 to 0.95
in the species studied (Souza et al., 2007, Paxton et al., 2009).

Thus, in the present work, considering the high efficiency of most analyzed loci in
detecting heterozygous females (except for locus ann4l), the results suggest that the
anomalous individual of E. melanotricha,is probably a hemizygote organism. Furthermore,
when considering the genetic uniformity of the phenotypically different tissues (male and
female) of this individual, the gynandromorphism of E. melanotricha analyzed here seems to

be, in fact, an intersex body.
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If the assessed individual of E. melanotricha is actually a hemizygous, as suggested by
the resuts, the three main hypotheses proposed to explain the origin of gynandromorphs in
Hymenoptera (i.e., embryonic fertilization, polyspermy and elimination of chromosomes (see
Rothenbuhler, 1958 and Michez et al., 2009), which consider the presence of at least some
diploid tissue in the gynandromorphs produced, should then be discarded here.

On the other hand, if both samples are haploid, this would necessarily result in a
change in the csd gene regulation, which, under normal conditions, produces only females in
heterozygous diploid organisms for the alleles of this gene (Cook, 1993; Van Wilgenburg et
al., 2006; Heimpel and de Boer, 2008). The occurrence of heterozygous in this locus
expresses a factor responsible for the splicing of the mRNA of the gene called feminizer (fem)
(described in Apidae bees), which is involved in the development of females (Hasselmman et
al., 2008; Rabeling and Kronauer, 2013).

Like other Hymenoptera with complementary sex determination (CSD), female orchid
bees are diploid and males are normally haploid (Paxton et al., 2009). Thus, the origin of
haploid tissues with female phenotype in the case of the individual of E. melanotricha
becomes very difficult to explain. Beukeboom et al. (2007b) reported the occurrence of
haploid females in the wasp of the species Nasonia vitripennis Walker. However, it is worth
noting that these wasps do not possess the CSD locus. In this species, the sex determination
usually occurs by 'maternal imprinting' or from the expression of the gene transformer (tra)
(homologous to the fem gene) of maternal origin. The regulation occurs through the splicing
of the mRNA of the tra from a factor generated by the paternal active gene. In diploid
organisms, there is the occurrence of the splicing that generates the development of females,
while in haploid organisms, the gene that regulates the splicing is deactivated, enabling the

occurrence of generation of males (Rabeling and Kronauer, 2013). In the case of haploid
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females of the Nasonia vitripennis, a failure of imprintig triggers the splicing of the mRNA of
the tra (Beukeboom et al., 2007a).

In recent years, some studies have reported the infection of different species of
Hymenoptera, including bees (Apis mellifera), by endosymbiotic bacteria of the genus
Wolbachia (Heimpel and de Boer, 2008; Narita et al., 2010; Pattabhiramaiah et al., 2011).
This bacterium would induce the feminization of an unfertilized egg through genome
duplication (diploidization). However, it is not possible to explain the occurrence of
homozygous diploid in an organism regulated by the CSD locus (Heimpel and de Boer,
2008).

Thus, in our study, if both samples (male and female legs) of E. melanotricha are
diploid tissues, what it seems not to be the case, the male characteristics could be attributed to
a homozygosis at the CSD locus, while female phenotypes would not find any explanation in
the current literature. Taking into consideration the single locus complementary sex
determination (slI-CSD) mechanism, usually accepted to explain the expression of male and
female phenotypes in euglossine bees (Paxton et al., 2009; Asplen et al., 2009), both
hemizygous (n) or homozygous (2n) genotypes in a intersex bee cannot explain how male and
female phenotypes could be simultaneously expressed in the anomalous individual herein
studied. Based on this, we suggest that future studies involving bees showing morphological
characteristics of both sexes in the same individual, such as the specimen of E. melanotricha
should be conducted. Such studies couldbe done using different genetic analyses, involving
different methodologies, such as cytogenetic and flow cytometry analyses, which can be of
great value in the attempt to better elucidate how these gynandromorphic and intersex
organisms are generated. At the same time, studies consisting in the analysis and detection of
several genes involved in the regulation of the sex determination could help to understand

which mechanisms (environmental, physiological and genetic) are involved in this process.
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CONCLUSOES

1) As analises de distancia genética e filogenéticas indicam que os individuos de E. iopoecila
e E. roubiki constituem uma mesma espécie. Porém, existe uma tendéncia a formagdo de

grupos que correspondem as areas de endemismo da Mata Atlantica.

2) Os dados indicam o subgénero Euglossella como grupo irmdo dos outros subgéneros de
Euglossa, ainda, alguns ramos das arvores geradas se mostraram parafiléticos corroborando os
resultados de outros trabalhos, que apontam um agrupamento entre Glossura, Glossurella e
Glossuropoda. Os resultados apontam para a necessidade de uma revisdo dos subgéneros de

Euglossa.

3) O individuo da espécie E. melanotricha possui a maior parte do corpo com fendtipo
feminino, com excecao das trés pernas do lado esquerdo. Os locos microssatélites analisados
mostraram um gendtipo ou hapléide, ou homozigoto para ambas as partes (feminina e
masculina) analisadas. Os resultados indicam ainda que o organismo da espécie E.
melanotricha se trata de um organismo intersexo, pois este possui partes femininas e

masculinas (tecidos fenotipicamente diferentes) e ¢ geneticamente uniforme.
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APENDICE A
Teste de Maxima Verossimilhanga para 24 diferentes modelos e de substituicdo nucleotidica em todas as posi¢cdes dos codons, considerando
sequéncias de cinco genes (COI barcode, COI, CytB, 16S, 28S) em 72 amostras (65 amostras de E. iopoecila e E. roubiki e sete amostras do grupo
externo).

Model #Param BIC AlICc InL Invariant Gamma R FreqA FreqT FreqC FreqG
GTR+G 228 49977 47598  -23571 n/a 0,49662 0,521 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
GTR+G+HI 229 49989 47599  -23570 0,02849 0,52446 0,521 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
T92+G 222 50691 48374  -23965 n/a 0,49239 0,5258 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
T92+G+I 223 50704 48376  -23965 0,029122 0,52059 0,5258 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
TN93+G 225 50728 48379  -23964 n/a 0,49492 0,5255 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
TN93+G+I 226 50740 48381 -23964 0,028252 0,52244 0,5255 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY+G 224 50741 48404  -23978 n/a 0,4943 0,5265 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY+G+I 225 50754 48405  -23977 0,027768 0,52124 0,5265 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
GTR+I 228 51013 48634  -24089 0,417193 n/a 0,3965 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
JC+G 220 51553 49257  -24408 n/a 0,50498 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
JC+G+I 221 51565 49258  -24408 0,029658 0,53478 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
T92+I1 222 51582 49265  -24410 0,415952 n/a 0,5092 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
K2+G 221 51586 49280  -24419 n/a 0,50462 0,5967 0,25 0,25 0,25 0,25
K2+G+I 222 51599 49281 -24419 0,029486 0,53422 0,5967 0,25 0,25 0,25 0,25
TN93+1 225 51619 49270  -24410 0,413785 n/a 0,5084 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY+I 224 51634 49296  -24424 0,414718 n/a 0,5082 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
JC+I 220 52382 50086  -24823 0,418289 n/a 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
K2+I 221 52412 50106  -24832 0,41833 n/a 0,5875 0,25 0,25 0,25 0,25
GTR 227 52532 50162  -24854 n/a n/a 0,3939 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
T92 221 53113 50806  -25182 n/a n/a 0,5052 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
TN93 224 53137 50799  -25175 n/a n/a 0,5051 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY 223 53151 50824  -25189 n/a n/a 0,5053 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
IC 219 53895 51610  -25586 n/a n/a 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25

K2 220 53926 51630  -25595 n/a n/a 0,5875 0,25 0,25 0,25 0,25




em 72 amostras (65 amostras de E. iopoecila e E. roubiki e sete amostras do grupo externo).

CONTINUACAO DO APENDICE A

Frequéncia de substituigdo de bases em todas as posigdes dos codons, considerando sequéncias de cinco genes (COI barcode, COI, CytB, 168S, 28S)
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APENDICE B

Teste de Méaxima Verossimilhanca em 24 diferentes modelos de substituicao nucleotidica e frequéncia de substituicdo de bases em todas as posicdes dos
codons, considerando sequéncias de quatro genes (COI barcode, COI, 16S, 28S) de 108 amostras de 28 espécies de Euglossa além de trés amostras do
grupo externo.

Model #Param BIC AlCc InL Invariant Gamma R Freg A FreqT Freq C Freq G
GTR+G 228 49977 47598 -23571 n/a 0,49662 0,521 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
GTR+GH 229 49989 47599 -23570 0,02849 0,52446 0,521 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
T92+G 222 50691 48374 -23965 n/a 0,49239 0,5258 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
T92+G+I 223 50704 48376 -23965 0,029122 0,52059 0,5258 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
TN93+G 225 50728 48379 -23964 n/a 0,49492 0,5255 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
TN93+G+I 226 50740 48381 -23964 0,028252 0,52244 0,5255 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY+G 224 50741 48404 -23978 n/a 0,4943 0,5265 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY+G+I 225 50754 48405 -23977 0,027768 0,52124 0,5265 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
GTR+I 228 51013 48634 -24089 0,417193 n/a 0,3965 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
JIC+G 220 51553 49257 -24408 n/a 0,50498 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
JC+GHI 221 51565 49258 -24408 0,029658 0,53478 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
T92+1 222 51582 49265 -24410 0,415952 n/a 0,5092 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
K2+G 221 51586 49280 -24419 n/a 0,50462 0,5967 0,25 0,25 0,25 0,25
K2+G+I 222 51599 49281 -24419 0,029486 0,53422 0,5967 0,25 0,25 0,25 0,25
TN93+I 225 51619 49270 -24410 0,413785 n/a 0,5084 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY+I 224 51634 49296 -24424 0,414718 n/a 0,5082 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
JC+HI 220 52382 50086 -24823 0,418289 n/a 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
K2+1 221 52412 50106 -24832 0,41833 n/a 0,5875 0,25 0,25 0,25 0,25
GTR 227 52532 50162 -24854 n/a n/a 0,3939 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
T92 221 53113 50806 -25182 n/a n/a 0,5052 0,3347 0,3347 0,1653 0,1653
TNO93 224 53137 50799 -25175 n/a n/a 0,5051 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
HKY 223 53151 50824  -25189 n/a n/a 0,5053 0,2902 0,3793 0,1592 0,1713
JC 219 53895 51610 -25586 n/a n/a 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25

K2 220 53926 51630 -25595 n/a n/a 0,5875 0,25 0,25 0,25 0,25
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Frequéncia de substitui¢do de bases em todas as posigdes dos codons, considerando sequéncias de quatro genes (COI barcode, COI, 16S, 28S) em 108

amostras de 28 espécies de Euglossa além de trés amostras do grupo externo.

A=>T A=>C A=>G T=>A T=>C T=>G C=>A C=>T C=>G G=>A G=>T G=>C
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