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“The bee’s life 1s like a magic well: the more you draw
from it, the more it fills with water.”

- Karl von Frisch




RESUMO

A tribo Euglossini inclui cerca de 240 espécies distribuidas em cinco géneros, dos
quais o género Euglossa compreende 54% das espécies atualmente descritas. Dentre
essa matriz de espécies, poucos sao os casos como o de Euglossa azurea e Euglossa
viridis, espécies cujas semelhancas morfologicas e padrées de distribuigdo na
Amazdnia, Mata Atlantica e Cerrado levaram a impasses taxonémicos com abelhas
das orquideas no Brasil. Considerando a intrinseca relagdo destas abelhas com seus
ambientes de origem e seu potencial informativo para a compreensao da biogeografia
e conservagao tanto do Cerrado quanto das abelhas Euglossini, o presente estudo
tem por objetivo testar a hipdtese de E. azurea e E. viridis constituirem unidades
taxondmicas distintas. Cerca de 650 pares de base do gene mitocondrial citocromo
oxidase c subunidade | (COIl) provenientes de 7 e 6 individuos de cada espécie foram
avaliadas. Analises de distancia genética com base no modelo Kimura-2-Parametros
(K2P) foram empregadas observando os padrdes de distédncia encontrados para a
tribo Euglossini como parametro de comparagao. Os resultados do presente estudo
elucidam o status taxonémico das espécies por meio de ferramentas moleculares e
auxiliam na compreensao dos padrdes biogeograficos e de abelhas Euglossini no
Cerrado no Triangulo Mineiro. Adicionalmente, ao contribuir para o correto
reconhecimento do status taxonémico das espécies, o presente estudo auxiliara em
projetos futuros de manejo e conservagao tanto das espécies em questao quanto das

demais espécies de Euglossini.

Palavras-chave: Abelhas das orquideas, DNA barcoding, Euglossella, biogeografia.



ABSTRACT

The tribe Euglossini contains approximately 240 species divided among five genera,
one of which is Euglossa and comprises 54% of the currently described species.
Among this species matrix, few are the cases such as the one seen in Euglossa azurea
and Euglossa viridis, which due to their morphological similarities and distribution
pattern in the Amazon, Atlantic Forest, and Cerrado region led to taxonomic
implications with orchid bees in Brazil. Considering the inherent relationship of these
bees with their original habitat and their informative potential to the comprehension of
biogeography and conservation both of the Cerrado and the Euglossini, this study aims
to test the hypothesis of E. azurea and E. viridis constituting distinct taxonomic entities.
Around 650 base pairs of the mitochondrial gene cytochrome c oxidase | (COX1) from
7 and 6 individuals of each species respectively evaluated. Genetic distance analyses
based on the Kimura-2-parameter (K2P) were used, observing the distance patterns
found for the Euglossini tribe as a comparison parameter. The results of this study
elucidate the taxonomic status of these species derived from molecular tool analyses
and help in the understanding of biogeographic patterns of Euglossini bees in the
Cerrado region of Triangulo Mineiro. This study also contributes to the correct
recognition of the taxonomic status of these species and will be helpful in future

management and conservation projects regarding the Euglossini tribe.

Key-words: Orchid bees, DNA barcoding, Euglossella, biogeography.
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INTRODUGAO

A tribo Euglossini € um grupo de abelhas corbiculadas com distribuigao
neotropical que reune cerca de 240 espécies em cinco géneros: Aglae Lepeletier &
Serville, 1825, Eufriesea Cockerell, 1908, Eulaema Lepeletier, 1841, Exaerete
Hoffmannsegg, 1817 e Euglossa Latreille (NEMESIO, 2009; ROUBIK, D.; HANSON,
2004) além de um género extinto, (Paleoeuglossa), descrito na regido da América
Central (POINAR-JR., 2009). Também conhecidos popularmente como abelhas das
orquideas, esses himendpteros possuem alguns tragos instigantes quando
comparados as outras espécies da familia Apidae, tais como: (i) a vasta diversidade
em areas umidas; (ii) a coloragéo iridescente do tegumento, variando do amarelo-
acastanhado ao azul, verde e intermediarios dessa cor; (iii) o extenso comprimento da
lingua; e (iv) modificacbes das pernas nos machos, relacionadas a coleta e
armazenamento de compostos aromaticos (MICHENER, 2007; ROUBIK, D
HANSON, 2004).

Uma outra caracteristica que ocorre no grupo, é a presenca de espeécies
cleptoparasitas nos géneros Aglae e Exaerete as quais atacam ninhos de Eufriesea e
Eulaema (KIMSEY, 1979). Nessa relagdo ecoldgica, as fémeas cleptoparasitas
invadem os ninhos de outras abelhas solitarias e ovipde em células de cria ja
provisionadas, beneficiando-se assim do trabalho de fémeas hospedeiras
(GAROFALO; ROZEN JR., 2001; ROZEN, 2003).

Como as outras abelhas, as fémeas Euglossini possuem forte relagédo com as
angiospermas, atuando na polinizagdo de diversas familias durante a coleta de
recursos florais e vegetais, tais como resina, néctar e pdlen para o aprovisionamento
das células de cria (ARMBRUSTER; WEBSTER, 1979; DRESSLER, 1968; JANZEN,
1971; WILLIAMS; DODSON, 1972). No entanto, os machos da tribo se destacam na
polinizacao de espécies da familia Orchidaceae pois buscam, ativamente, substancias
aromaticas nas flores dessas plantas e em outras fontes nao florais, tais como madeira
em decomposigao, fezes e algumas espécies de fungos (CAPPELLARI; HARTER-
MARQUES, 2010; DRESSLER, 1968; ELTZ et. al, 2007; SILVEIRA; ALMEIDA, E AB;
MELO, 2002; WILLIAMS; DODSON, 1972). Tais recursos exdgenos sao coletados e
armazenados em estruturas especializadas presentes nas pernas posteriores dos

machos para posteriormente serem exibidos no territério de corte das fémeas
1



(DRESSLER, 1968; ELTZ; ROUBIK; WHITTEN, 2003; KIMSEY, 1984; PEMBERTON;
WHEELER, 2006)

Com a identificacdo dos compostos coletados pelos machos (DODSON et. al,
1969), analogos sintéticos foram isolados e usados como iscas aromaticas para a
atracdo e coleta de individuos em suas areas de ocorréncia. Esse método para
atragao dos machos Euglossini proporcionou um aumento no numero de estudos com
essas abelhas nas ultimas décadas (AUGUSTO, 2010; ROUBIK, D.; HANSON, 2004;
TOSTA, 2014).

Estudos relativamente recentes sobre a filogenia da tribo Euglossini trazem
dados que sustentam que a origem e diversificagdo do grupo ocorreu cerca de 40
milhdes de anos, na bacia Amazénica (RAMIREZ et. al, 2010; ROUBIK, D.; HANSON,
2004)). No decorrer da historia evolutiva da tribo, as espécies distribuiram-se na regido
Neotropical e atualmente abrangem o territorio do sul dos Estados Unidos
(GRISWOLD; HERNDON; GONZALEZ, 2015) até o norte da Argentina (MOURE, J.
S., MELO, G. A.R. & FARIA JR, 2012; RAMIREZ et. al, 2010; ROUBIK, D.; HANSON,
2004).

No bioma Cerrado, alguns estudos conduzidos em matas de galeria e
remanescentes florestais semideciduais relatam riqueza de espécies de Euglossini
similar a encontrada em alguns remanescentes de Mata Atlantica de mesma latitude
(ALVARENGA; FREITAS; AUGUSTO, 2007; NEMESIO; AUGUSTO; ALMEIDA, 2007;
TOSTA, 2018). Esses estudos também evidenciaram a ocorréncia no Cerrado de
especies tidas até entdo pertencentes aos dominios da Amazénia e Mata Atlantica
tais como, Euglossa truncata, Euglossa amazonica, Euglossa decorata e Aglae
caerulea (NEMESIO, 2009; NEMESIO; AUGUSTO; ALMEIDA, 2007; SILVA et al,
2013; SILVEIRA et. al, 2015; TOSTA, 2018).

O Cerrado esta inserido entre trés zonas de endemismo propostas para a tribo
Euglossini: Bacia Amazo6nica, Floresta Atlantica e Corredor Paraguaio (RAMIREZ et.
al, 2010). Tal fato, aliado a hip6tese de OLIVEIRA-FILHO & RATTER (1995) de que a
atual area em que o bioma Cerrado ocupa foi no passado uma area de conexao entre
a Bacia Amazbnica e Mata Atlantica explica a ocorréncia de espécies como E.
decorata e A. caerulae. Estas espécies, assim como a maioria amostrada no Bioma,
estdo presentes exclusivamente ou sdo mais associadas as areas florestais, o que

demonstra a intrinseca dependéncia dessas abelhas por fitofisionomias mais umidas



do Cerrado, as quais tém sido intensamente fragmentadas nos ultimos anos
(SILVEIRA et. al, 2015).

As espécies ocorrentes no Cerrado, Euglossa (Euglossella) azurea Ducke,
1902 e Euglossa (Euglossella) viridis, Perty 1833 compdem um caso peculiar de
espécies morfologicamente similares e com pontos de simpatria, especialmente no
centro-oeste e sudeste brasileiros. Essas duas espécies constituem um verdadeiro
impasse taxondmico que perpassa décadas de estudos com abelhas Euglossini no
Brasil (HINOJOSA-DIAZ; ENGEL, 2014).

Fatores tais como a morfologia similar e a intensa coloragédo azul do metassoma
provocaram uma série de alteragdes no status taxonémico de E. azurea na regiao do
Cerrado meridional. Enquanto Nemésio (2007) sugere a hipétese de uma nova
espécie, Euglossa jacquelynae, para os individuos que ocorrem no Cerrado meridional
dos Estados de Goias e Minas Gerais, Moure et. al (2012) trata as mesmas como E.
viridis. Hinojosa-Diaz & Engel (2014) avaliaram os exemplares de E. jacquelynae e E.
viridis provenientes da regido sudeste e o0s sinonimizaram a E. azurea,
reestabelecendo a designacao inicial de Ducke (1902).

A emblematica historia de similaridade taxondédmica e distribucional que cerca o
reconhecimento de E. azurae a coloca sobre uma perspectiva biogeografica
interessante. Dessa forma, considerando a importancia do status taxonémico para fins
de conservacdo, e especificamente a relevancia biogeografica do presente caso,
torna-se necessaria a inclusdo de informagdes adicionais que auxiliem na resolugao
da duvida taxonO6mica entre E. viridis e E. azurea.

Nesse contexto, as ferramentas moleculares tém sido requisitadas, cada vez
mais, para complementar os estudos de caso como o exposto, subsidiando as
evidéncias de novas espécies.

Para resolver esses impasses taxondmicos, destaca-se atualmente a
metodologia conhecida como DNA barcoding (HEBERT et. al, 2003; HEBERT;
RATNASINGHAM; DEWAARD, 2003), que apresenta bons resultados em diversos
casos, tanto em grupos animais (HEBERT et. al, 2004a; MORITZ; CICERO, 2004
VAN VELZEN et. al, 2012; WARD, 2009) como as abelhas das orquideas (FERRARI;
MELO, 2014), quanto em espécies vegetais, apdés algumas adaptagdes da
metodologia (JANUARIO, 2014).



Em animais, esta metodologia se baseia no sequenciamento da por¢ao 5’ do
gene mitocondrial citocromo oxidase ¢ subunidade | (COI) que codifica uma porgao
transmembrana da holoenzima, combinando regides estruturais (mais variaveis) e
cataliticas (menos variaveis), o que resulta em niveis de variagdo mais baixos dentro
de espécies em relagdo aqueles encontrados entre espécies diferentes (HEBERT;
RATNASINGHAM; DEWAARD, 2003; SAVOLAINEN et. al, 2005). No caso das
plantas, a metodologia DNA Barcoding ainda € muito questionada por pesquisadores
visto 0 ndo estabelecimento de uma unica regido de leitura para a sequéncia pois a
maioria dos genes e espacgos intergénicos analisados em plantas se mostram eficazes
como marcadores evolucionarios em analises moleculares (JANUARIO, 2014;
KUMAR; MAHADANI, 2016).

Considerando a importancia da correta definicdo do status taxondmico como
uma medida basica para a conservacao de espécies e seus respectivos ambientes,
reconhece-se a necessidade de pesquisas relacionadas com padrdes taxonémicos
como a que se propde no presente trabalho com espécies morfologicamente similares
da tribo Euglossini. Ao obter o potencial informativo do caso de E. viridis e E. azurea,
poder-se-a compreender os padrdes relacionados as areas de ocorréncia de abelhas
das orquideas, bem como novas informacgdes sobre a distribuicdo dessas espécies e

sobre a biogeografia do grupo.

OBJETIVOS

Esse estudo tem como finalidade testar a hipétese de separagao das
unidades taxonémicas mencionadas fazendo o uso de metodologias moleculares para

subsidiar estudos futuros sobre a taxonomia, conservagao e manejo.

Objetivos especificos

(i) Levantar registros de ocorréncia de E. viridis e E. azurea a fim de compreender
corretamente a distribuicdo geografica das espécies;

(i) Obter sequéncias da regiao citocromo c¢ oxidase subunidade | (COIl) das
amostras de ambas as espécies e compara-las contra sequéncias de espécies
préoximas ja disponiveis em bancos de dados publicos (GenBank);



(iii) Estimar a divergéncia genética entre estas espécies para obter métricas

balizadoras entre espécies para o reconhecimento dessas.

MATERIAIS E METODOS

Amostragem e area de estudo

As amostragens de sete individuos identificados como E. azurea provenientes
da localidade de Uberlandia - MG foram comparadas com outras seis amostras de E.
viridis coletadas na regido costeira de Mata Atlantica (Ubatuba, SP; -23.364478 S, -
44.823435 O; Salto Morato, PR; -25.1522498 S, -48.266482) (Figura 1). As
amostragens foram realizadas nos anos de 2012 (Uberlandia, MG) e 2015 (Ubatuba
— SP; Salto Morato — PR), utilizando iscas aromaticas de acordo com o protocolo
descrito por Giangarelli et. al (2015). Registros de E. viridis e E. azurea disponiveis na
literatura e em bancos de dados de cole¢des do Brasil foram plotados (Figura 2) com

referéncia as areas onde foram coletadas as amostras para as analises genéticas.

Espécies estudadas

O subgénero Euglossella é reconhecido como Grupo irmdo das Euglossas
sensu lato e o mais notoriamente distintivo por ser composto de (i) espécies com
coloragao do tegumento variando do amarelo-acastanhado ao azul, verde e cores
intermediarias dessas, (i) mandibula tridentada e (iii) basitarso longo (DRESSLER,
1978; MOURE, 1967).

Reunindo cerca de 21 espécies descritas, ainda se reconhece trés grupos de
espécies no subgénero: decorata, viridis e mandibularis (HINOJOSA-DIAZ; ENGEL,
2014; RAMIREZ et. al, 2010). O grupo viridis se destaca por reunir treze espécies com
distribuicdo desde o México até as regides de Mata Atlantica do Brasil.
Morfologicamente as espécies sao agrupadas devido ao tegumento com um intenso
brilho metalico; coloragao verde, azul, roxa ou intermediarias das mesmas e distancias
interorbitais iguais ou desiguais com relagao as outras espécies.

Curiosamente, apenas E. azurea e E. viridis abrangem distribuicdo além da
Amazobnia, ocupando o Cerrado e Mata Atlantica, respectivamente (Figura 1). Tais

espécies sao muito similares morfologicamente e constituem um verdadeiro impasse



taxondmico que perpassa décadas de estudos com abelhas Euglossini no Brasil
(HINOJOSA-DIAZ; ENGEL, 2014).

-50

ELEMENTOS DO MAPA

* E. viridis
* E. azurea
O E. viridis EU421515.1

E. cyanura EU421481.1

E. perfulgens EU421474.1
* E. decorata EU421505.1
A Locais do estudo

Figura 1 — Distribuigao e localidades das espécies estudas e das amostras utilizadas.

Analises moleculares

O DNA total dos machos analisados foi extraido com base no protocolo de
Chelex 100 segundo Frantine-Silva et. al (2017) a partir da musculatura toracica de
cada individuo. As amostras foram entdo quantificadas em espectrofotdmetro
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, CA-USA) e normalizadas para 5 ng/uL em cada
amostra.

Em seguida, amplificagdes do gene COI (citocromo oxidase ¢ subunidade 1)
via PCR (Polymerase Chain Reaction) foram realizadas por meio dos primers LepF1
e LepR1 (HEBERT et. al, 2003), seguindo o protocolo descrito em Frantine-Silva et.
al (2017). As reagdes de PCR foram realizadas em volume total de 15 yL, contendo
1,5 uL de tampéao de reagao 10x, 200 uM de cada dNTP, 3,0 mM de MgClz, 0,5 pM
de cada primer, 2 yL de DNA, 1 U de Taq polimerase (Invitrogen) e agua ultrapura
para completar o volume, com os seguintes ciclos termais: desnaturacao inicial de 4
minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos (94 °C por 30s, 55 °C por 30s e 72 °C por 45s)

e extensao final de 10 minutos a 72 °C.



Os produtos das PCRs foram enzimaticamente purificados por 5 U de
alcalinofosfatase e 1 U de Exonuclease |, incubando 45 minutos a 35 °C e 15 minutos
a 80 °C. Subsequentemente, os produtos purificados de PCR foram sequenciados
pelo método Sanger, utilizando o BigDye Terminator 3.1 Cycle Sequencing kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) lidos em sequenciador automatico ABI-
PRISM3500 XL localizado no Laboratério de Materiais e Moléculas da Universidade

Estadual de Londrina - PR, sob supervisao da Profa. Dra. Silvia Helena Sofia.

Analise de dados

Apos os procedimentos de analises moleculares, as sequéncias resultantes
foram qualitativamente avaliadas pelo algoritmo Pherd-Phrap e as sequéncias
consenso foram formadas apelo aplicativo CAP3 do pacote computacional
Electropherogram Quality Analysis (http:/asparagin.cenargen.embrapa.br/phph)
(TOGAWA, R. C; BRIGIDO, 2003). Foi utilizado o software BLAST (ALTSCHUL, S.F.,
1997) para checar a correspondéncia das sequéncias com o gene COI depositadas
no GenBank (NCBI).O soffware MEGA v10.0 (TAMURA et. al., 2013) foi utilizado para
o alinhamento de sequéncias (Figura 2), por meio do algoritmo MUSCLE (EDGAR,
2004), e também para a conducdo de analises de distdncia genética e arvore
Neighborn-Join, segundo o modelo Kimura-2-Parametros (KIMURA, 1980), utilizando
o Threshold padrao de divergéncia genética entre espécies de 2% (FERRARI; MELO,
2014; HEBERT et. al, 2003).

Data Edit Search Alignment Web Sequencer Display Help

OsR=EwEwL| r DXBx%+&8ar @3 3Q
DNA Sequences I Translated Protein Sequences |

Species/Abbry

1. E._viridis_SP07-50

2, E_viridis_SP06-49

3. E_viridis_SP0S-48

4, E._viridis_SP04-47

5. E._viridis_SP03-46

8. E._viridis_PRO2-45_Salo_Morato
7. E._viridis_EU421515.1

8. E._perfulgens_EU421474.1
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12. E._azurea_MG0E-56

13. E._azurea_MG0S-55

14. E._azurea_MG04-54

15. E._azurea_MG03-53

18. E._azurea_MG02-52

17. E._azurea_MG01-51

i+ c c
4 c c
c c c
< c c
c c c
{4 c c
c c c
C c c
< c c
4 c c
c c c
(= c c
(s c c
< c c
i+ c c
4 c c
c c c

Figura 2 — Alinhamento das sequéncias COI no software MEGA v10.0.



RESULTADOS

Os fragmentos obtidos da amplificagdo do gene mitocondrial COIl foram
superiores a 600 pb e suas respectivas sequéncias apresentaram boa qualidade para
ambos os primers utilizados. Ndo houve evidéncias de insergdes, delegdes ou codons
de parada.

Apos a edicdo e alinhamento, as 13 sequéncias dos espécimes analisados
foram padronizadas em uma matriz de 627 bases, juntamente com outras quatro
sequéncias da regidao COIl oriundas do banco de dados GenBank (E. cyanura
EU421481.1, E. decorata EU421505.1, E. perfulgens EU421474.1, e E. viridis
EU421515.1), pertencentes também ao subgénero Euglossella.

Dentre a matriz de sequéncias, um total de 527 pb apresentaram-se
conservados para analise entre os exemplares. O restante expressou variancias,
sendo 45 singletons (com variagdo em uma sequéncia) e as outras 55
parcimoniosamente informativas (com variagdo para duas ou mais sequéncias).

A priori, foi detectado uma alta divergéncia entre as unidades taxondmicas. As
estimativas de distancias genéticas K2P entre pares de sequéncias variaram entre 0
e 9,01% (d.p 1,37%), com menores distancias entre E.viridis EU421515.1 e E. cyanura
EU421481.1 e maiores distancias na comparagao entre Euglossa viridis e E. decorata
EU421505.1 (Tabela 1). Quando comparadas entre si, as amostras de E. viridis e E.
azurea (objetos do presente estudo) apresentaram variancia em uma escala de 5,74
e 5,98%, constatando uma divergéncia taxondmica significativa ao considerarmos a
distancia interespecifica superior a 2%.

Os dados da tabela 1 foram plotados graficamente em uma arvore de Nighborn-
Joining de modo a resumir a distingdo das distancias genéticas K2P entre as
sequéncias analisadas (Figura 2). Ao analisar a disposi¢céo dos dados na arvore, nota-
se que as sequéncias tratadas como Euglossa viridis, coletadas em remanescentes
de Mata Atlantica em Ubatuba — SP e Salto Morato — PR, mostram-se distantes tanto
das sequéncias de Euglossa azurea, quanto da segunda amostra atribuida a Euglossa
viridis (EU421515.1), proveniente de localidade amazénica.

Ainda, ressalta-se o valor de 0,79% de distancia genética entre E. cyanura
EU421481.1 e E. viridis EU421515.1. Tal valor esta abaixo da média esperada para
distingéo de espécies entre insetos (HEBERT et. al, 2004b; SHEFFIELD et. al, 2009).



Tabela 1 — Distancias genéticas par-a-par estimadas dezessete sequéncias de cinco espécies do género Euglossa através do modelo K2P. Diagonal inferior apresenta os

valores de distancia genética transformados em porcentagem e a diagonal superior os desvios padrao.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17
1. E. viridis SP07-50 0,00 0,00 0,00 0,00 o000 o086 121 137 0,77 09 097 097 09 09 09 0,96
2. E. viridis SP06-49 0,00 0,00 o000 000 o000 o086 121 137 077 09 097 097 09 096 09 0,96
3. E. viridis SP05-48 0,00 0,00 0,00 000 o000 o086 121 137 077 09 097 097 09 09 09 0,96
4. E. viridis SP04-47 0,00 0,00 0,00 0,00 o000 o086 121 137 077 09 097 097 09 09 09 0,96
5. E. viridisSP03-46 0,00 0,00 0,00 0,00 000 o086 121 137 077 09 097 097 09 096 09 0,96
6. E. viridis PR02-45_Salto Morato 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 08 121 137 077 09% 097 097 09 09 096 0,96
7. E. viridis EU421515.1 3,64 364 364 364 364 3,64 1,23 132 038 1,07 108 108 1,07 109 1,07 1,09
8. E. perfulgens EU421474.1 6,38 6,38 6,38 6,38 6,38 6,38 7,03 1,30 117 114 116 116 1,14 117 1,14 1,17
9. E. decorata EU421505.1 9,01 9,01 90 901 90 901 857 8,12 1,30 132 133 133 132 130 132 1,30
10. E. cyanura EU421481.1 282 282 282 28 282 28 079 6,16 8,36 1,00 1,01 1,01 1,00 1,02 1,00 1,02
11. E. azurea MG07-57 580 580 580 580 580 580 574 574 834 4,89 022 022 016 036 0,16 0,36
12. E. azurea MG06-56 598 598 598 598 598 598 595 595 856 510 0,32 0,00 016 035 0,6 0,35
13. E. azurea MG05-55 598 598 598 598 598 598 595 595 856 510 0,32 0,00 0,16 035 0,96 0,35
14. E. azurea MG04-54 580 580 580 580 580 580 574 574 834 489 016 0,16 0,16 0,32 0,00 0,32
15. E. azurea MG03-53 580 580 580 580 580 580 595 59 834 510 080 080 080 0,64 0,32 0,00
16. E. azurea MG02-52 580 580 580 580 580 580 574 574 834 489 016 016 0,96 0,00 0,64 0,32
17. E. azurea MG01-51 580 580 580 580 580 580 595 59 834 510 080 080 080 064 0,00 0,64
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Figura 3 — Representacao grafica das distancias genéticas estimadas para 17 sequéncias de oito
espécies do género Euglossa através do modelo de Kimura-2-Parametros agrupado pelo método de
Neighborn-Joining. Imagens representativas das amostras GenBank seguindo Hinojosa-Diaz & Engel
(2014).

DISCUSSAO

As sequéncias COI aqui obtidas sugerem substancialmente a hipotese de
distincdo entre E. viridis e E. azurea. Tais dados corroboram a hipétese proposta por
Hinojosa-Diaz & Engel (2014), que trataram o caso do ponto de vista morfoldgico,
revalidando a espécie descrita por Ducke (1902).

Nota-se a baixa distancia genética (0,79%) da amostra E. viridis EU421515.1,
de procedéncia amazdbnica, com a sequéncia de E. cyanura EU421481.1. Atribui-se
tal resultado a um possivel erro de identificacdo das amostras amazodnicas, visto que
a complexa similaridade de abelhas Euglossini que ocorrem na regidao pode acarretar
uma serie de impasses taxondémicos, como o que trata o presente trabalho.

Historicamente, a taxonomia do grupo tem sido discutida a cerca da coloragao

iridescente que é presente em grande parte dos individuos do grupo. Nemésio (2007)

10



descreve E. jacquelynae como uma espécie nova para o Cerrado do estado de Goias
com ocorréncia adicional na regidao do Tridngulo Mineiro, enfatizando diferencas na
coloracao desta com E. viridis e E. cyanura.

Ferrari & Melo (2014), utilizando ferramentas moleculares (inclusive o DNA
Barcoding) para a resolugdo do problema taxonémico na variagdo de cores para
Euglossa iopoecila ao longo do litoral, consideraram a coloragdo como um carater
pouco preciso para distingado de espécies na subtribo Euglossini.

No caso de Euglossa jacquelynae, Nemésio (2007) ressalta, dentre outros
fatores, a posigéo interiorana e a coloragdo do integumento como uma consideravel
caracteristica para a distingdo da espécie quando comparada com E. viridis. Essas
justificativas levaram a espécie ser reconhecida como sindnimo junior de E. viridis por
alguns autores (MOURE, J. S., MELO, G. A. R. & FARIA JR, 2012).

Um estudo do subgénero Euglossella, realizado por Hinojosa-Diaz & Engel
(2011, 2014), sugere uma série de modificagdbes morfoldgicas. Nesse trabalho, os
autores analisam as séries dos grupos mandibularis, decorata e viridis, amostradas
na regidao Neotropical, reestabelecem nomes e descrevem novas espécies, dentre
elas Euglossa celiae, uma nova espécie reconhecida para a Amazodnia e que possui
coloracao e morfologia similar a E. viridis, E. cyanura e E. azurea.

Interessantemente que, dentro do subgénero Euglossella, o grupo viridis possui
uma distribuicdo mais concentrada e préxima da linha do Equador, excetuando-se E.
viridis e E. azurea que ocupam regides mais amplas a leste da Cordilheira dos Andes.
Apesar das duas espécies serem originalmente descritas para a Amazonia e
possuirem alguns pontos de simpatria conhecidos, essas abelhas apresentam uma
peculiar distribuicdo no Cerrado e Mata Atlantica — E. azurea no Cerrado e E. viridis
na Mata Atlantica, respectivamente — o que as insere em um interessante contexto
para o estudo do ponto de vista biogeografico visto que a Amazdnia e Mata Atlantica
intercambiaram fauna e flora no passado (LEDO; COLLI, 2017; OLIVEIRA-FILHO;
RATTER, 1995).

Os dados moleculares aqui tratados reforcam a distincdo das unidades
taxonémicas, corroborando com o reconhecimento de E. azurea para as areas de
Cerrado do Triangulo Mineiro. A metodologia DNA Barcoding se mostrou eficaz para
o reconhecimento de espécies de abelhas das orquideas no presente trabalho, bem
como em outros estudos (FERRARI; MELO, 2014; FRANTINE-SILVA et. al, 2017).
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Portanto, abordagens moleculares para o estudo de impasses taxonémicos podem
ser ferramentas uteis na identificacdo de espécies em novas areas de coleta,
corroborando com dados a respeito da biogeografia e informagdes que visam

incrementar planos de manejo e conservagao.
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