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Resumo

Abelhas corbiculadas (Apidae, Apinae, Apini) compartilham a presenca de uma estrutura usada para
transportar pélen (a corbicula), sdo indiscutivelmente monofiléticas e estdo divididas em quatro
subtribos: Apina, Bombina, Euglossina e Meliponina. Todas as abelhas pertencentes as subtribos
Apina (A) e Meliponina (M) sdo altamente eussociais, enquanto as Bombina (B) séo primitivamente
eussociais e as Euglossina (E) possuem diversos niveis de socialidade. Varias hipoteses filogenéticas ja
foram propostas para explicar o relacionamento entre essas quatro subtribos e, consequentemente,
a evolucao do comportamento social. Geralmente, os dados comportamentais, paleontol6gicos e
morfolégicos apontam para a topologia (E,(B,(A,M))), propondo que a eussocialidade avancada
surgiu uma Unica vez no ancestral comum ao clado (A,M). Entretanto, os dados moleculares em sua
maioria sugerem uma topologia totalmente diferente da anterior ((A,E),(B,M)), propondo que a
eussocialidade avancada surgiu duas vezes, uma no ancestral de Apina e outra no ancestral de
Meliponina. Outro fato importante é que os dados sdo discordantes mesmo entre si. Nem todo
estudo utilizando dados morfoldgicos aponta para o primeiro caminho evolutivo e da mesma forma,
nem todo estudo molecular aponta para o segundo, havendo uma série de incongruéncias e
problemas a serem resolvidos. Assim, propusemos o levantamento de caracteres comportamentais
de auto-limpeza e de caracteres moleculares de quatro genes, dois nucleares e dois mitocondriais.
Utilizamos 22 taxons nas analises moleculares e 12 nas anélises comportamental e de evidéncia total.
A arvore que melhor explica nossos dados comportamentais € aquela que agrupa Apina com
Meliponina e estabelece que Euglossina foi o primeiro grupo a divergir. Por outro lado, a topologia
gue melhor explica nossos dados moleculares e a evidéncia total é aquela que agrupa Bombina com
Meliponina e Apina com Euglossina. Esses dois conjuntos de dados apontam caminhos totalmente
diferentes para a evolucdo das abelhas corbiculadas e consequentemente para o surgimento da
eussocialidade. Toda essa problemaética nos remeteu a uma série de questionamentos. Sera que a
amostragem nas analises moleculares ndo tem produzido algum viés? Sera que a evolucdo génica
nao foi especialmente problematica nesse grupo de abelhas, pelo menos a dos genes utilizados? Ou
serd que toda a evolugao morfolégica e comportamental foi de fato convergente? O capitulo 1 versa
sobre os dados moleculares, enquanto o capitulo 2 explora os assuntos pertinentes aos dados

comportamentais, assim como a jungdo desses dois conjuntos de dados.

Palavras-chave: Apini, sistematica, evolu¢do, comportamento, eussocialidade.



Abstract

Corbiculate bees (Apidae, Apinae, Apini) share the presence of a structure used to carry pollen (the
corbiculae), they are undoubtedly monophyletic and comprise four subtribes: Apina (A), Bombina (B),
Euglossina (E) and Meliponina (M). All the bees in the subtribes Apina and Meliponina are highly
eusocial, while Bombina are primitively eusocial and the species belonging to Euglossina have
different levels of sociality. Several phylogenetic hypotheses have already been proposed to explain
the relationship among these subtribes and, consequently, the evolution of social behavior. Generally,
behavioral, paleontological and morphological data point out to the topology (E,(B,(A,M))),
suggesting that advanced eusociality arose only once in the common ancestor to the clade (A,M).
However, the molecular data mostly suggest a totally different topology ((A,E),(B,M)), proposing that
advanced eusociality arose twice, once in Apina ancestor and another in Meliponina ancestor.
Another important fact regarding this is that the data are in disagreement even among themselves,
not every study using morphological data points out to the first evolutionary path and similarly, not
every molecular study points out to the second. So, there are lots of inconsistencies and problems
concerning the Corbiculate bee’s phylogeny to be solved. Thus, we propose to look for more
characters: behavior patterns of self-grooming as well as molecular data of four genes, two nuclear
and two mitochondrial. We used 22 taxa for the molecular analyses and 12 for the behavior and total
evidence analyses. The tree that best explains our behavior data is the one that places Apina together
with Meliponina and points out that Euglossina was the first to diverge. In the other hand, the
topology that best explains our molecular data and the total evidence is the one that places Bombina
together with Meliponina and Apina with Euglossina. Both data sets suggest totally different paths to
the Corbiculate bees’ evolution and consequently to the origin of eusociality. All this context drove us
to a series of asks. Have the sample in molecular analyses done any bias? Was the gene evolution
especially problematic in Corbiculate bees, at least for these genes that have been used? Was all the
morphological and behavioral evolution in fact convergent? The Chapter 1 deals with molecular data,

while the Chapter 2 explores behavior data as far as the analysis of these two data sets together.

Key-words: Apini, systematics, evolution, behavior, eusociality
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Introducao Geral

As abelhas corbiculadas caracterizam-se principalmente pela presenca da corbicula,
uma estrutura nas pernas posteriores utilizada para o transporte de polen (SAKAGAMI &
MICHENER, 1987; ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993; MICHENER, 2000). De acordo com Roig-
Alsina em Roing-Alsina & Michener (1993), essas abelhas formam a tribo Apini e estdo
divididas em quatro subtribos: a solitdria ou comunal Euglossina (E), a primitivamente
eussocial Bombina (B) e as abelhas altamente eussociais Meliponina (M) e Apina (A). No
entanto, grande parte dos autores que trabalham com esses grupos ndo aderiu a essa
classificacdo e continua utilizando a proposta anterior, que ndo da nome as abelhas
corbiculadas. De acordo com Michener nesse mesmo trabalho com Roig-Alsina, existem
tantas diferencas entre esses quatro grupos que seria melhor manté-los como tribos. Assim,
todas as corbiculadas permaneceriam dentro de Apinae sem que recebessem um nome
formal e seriam tratados como tribos: Apini, Bombini, Euglossini e Meliponini. Neste
trabalho optamos por trata-las de acordo com a primeira opcao.

Euglossina contém as abelhas polinizadoras de orquideas. E um grupo amplamente
distribuido na regido neotropical e possui cerca de 175 espécies divididas em cinco géneros
(MICHENER, 2000). Quase ndo ha questionamentos sobre a monofilia de Euglossina, mas a
relacdo filogenética entre elas tem sido motivo de debate na literatura (SILVEIRA et al.,
2002). A proposta mais recente posiciona Exaerete como o primeiro grupo a divergir,
seguido por Eufriesea, depois por Aglae e por fim Eulaema € colocada como grupo irméo de
Euglossa (RAMIREZ et al., 2010). As abelhas Bombina sdo cosmopolitas, ocorrendo
principalmente na Eurasia (SILVEIRA et al., 2002). Antigamente eram divididas em dois
géneros: Bombus, primitivamente sociais e Psithyrus, parasitas de outras Bombus.
Posteriormente incluiu-se o Ultimo no primeiro e atualmente todas as cerca de 250 espécies
estao no género Bombus (MICHENER, 2000). Meliponina compreende as abelhas sem ferrao.
Sao abelhas restritas as regides tropicais e subtropicais do globo, sendo muito importantes
na polinizagcdo nas florestas tropicais (ROUBIK, 1989). Todas as espécies sdo altamente
eussociais e a estimativa € que haja cerca de 400 espécies distribuidas em 60 géneros,
muitas das quais pobremente conhecidas (MICHENER, 2000; SILVEIRA et al., 2002). A

subtribo Apina € monotipica, apresentado apenas 0 género Apis. Esta subtribo contém 11
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especies, todas altamente eussociais, originalmente restritas ao velho mundo, até a
introducdo de Apis mellifera nos demais continentes para a producdo comercial de mel
(SILVEIRA et al., 2002).

O comportamento eussocial nas abelhas é encontrado em Bombina, Apina,
Meliponina, alguns Halictidae e alguns Xylocopinae (MICHENER, 2000). As espécies sao
consideradas eussociais quando possuem divisdo reprodutiva do trabalho, sobreposi¢do de
geracbes e cuidado cooperativo com a prole (MICHENER, 2000). O comportamento
altamente eussocial € encontrado somente em Apina e Meliponina. Neste caso, rainhas e
operarias sdo morfologicamente muito distintas (MICHENER, 2000). Nem a rainha e nem as
operarias conseguem sobreviver sozinhas. A rainha € incapaz de forragear e as operarias néo
formam colénias viaveis, pois ndo acasalam e consequentemente nao produzem fémeas. As
novas colonias sdo estabelecidas socialmente por grupos ou enxameios (MICHENER, 2000).
Por outro lado, Bombina, Halictidade e Xylocopinae tém representantes primitivamente
eussociais. Elas vivem em pequenas coldnias, a maioria iniciada por fémeas solitérias, que
desempenham todas as tarefas necessarias, desde a construcdo do ninho até a alimentacao
da prole (MICHENER, 2000). ApGs a emergéncia da prole, a vida social comega a surgir,
incluindo divisdo de trabalho entre a fundadora do ninho (rainha) e as filhas (operarias)
(MICHENER, 2000). Rainhas e operarias sdo semelhantes morfologicamente, diferindo
fisiologicamente e comportamentalmente (MICHENER, 2000).

O fato de todos os meliponineos , todos os apineos e os bombineos serem eussociais
e de as Euglossina possuirem diversos niveis de socialidade embora nenhuma seja eussocial
(MICHENER, 2000), nos indica que uma vez estabelecido o comportamento social no
ancestral comum a cada um desses trés primeiros grupos, ndo houve alteragdes nos
descendentes. Assim, o relacionamento filogenético entre essas quatro subtribos esta
diretamente relacionado a evolucdo do comportamento social. Diferentes hipdteses
filogenéticas sugerem diferentes padrées de evolucao e varias hipéteses ja foram propostas
ao longo dos anos:

1. (E,(B,(A,M))) - Michener (1944, 1990); Prentice (1991); Roig-Alsina & Michener (1993);
Chavarria & Carpenter (1994); Schultz et al. (1999); Ascher et al. (2001); Noll (2002);
Cardinal & Packer (2007).

2. ((B,E),(A,M)) - Michener (1974, 1990); Serréo (2001).

3. (M,(A,(B,E))) - Winston & Michener (1977); Kimsey (1984).
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4. (E,(M,(AB))) - Plant & Paulus (1987).

5. ((AE),(B,M)) - Cameron (1991); Koulianos et al, (1999); Cameron & Mardulyn (2001);
Kawakita et al. (2008); Cardinal et al. (2010).

6. (A,(E,(B,M))) - Sheppard & McPheron (1991); Cameron (1993); Koulianos et al. (1999);
Mardulyn & Cameron (1999).

O primeiro estudo que explorou as relagdes de parentesco entre as abelhas
corbiculadas foi realizado por Michener (1944), que usou caracteres morfologicos dos
individuos adultos para inferir a evolu¢do do grupo. De acordo com ele, a eussocialidade
avancada teria surgido uma Unica vez, no ancestral comum a Meliponina e Apina. Varios
estudos utilizando caracteres morfologicos (MICHENER, 1990; PRENTICE, 1991; ROIG-ALSINA
& MICHENER, 1993; CARDINAL & PACKER, 2007) chegaram a mesma proposta filogenética
de Michener (1944). Noll (2002) utilizando uma ampla gama de caracteres comportamentais
chegou a mesma interpretacéo filogenética e Chavarria & Carpenter (1994) utilizando dados
morfoldgicos e moleculares também.

No entanto, analises filogenéticas recentes utilizando sequéncias de DNA sugerem
diferentes relagcbes entre as quatro subtribos (CAMERON, 1991, 1993; SHEPPARD &
MCPHERON, 1991; KOULIANOS et al., 1999; MARDULYN & CAMERON, 1999; CAMERON &
MARDULYN, 2001; KAWAKITA et al., 2008; CARDINAL et al., 2010). Nestas analises, Bombina
e Meliponina sdo sempre posicionadas como grupos irmaos, clado ndo suportado em
andlises morfoldgicas ou comportamentais. Sob esta hipotese, a eussocialidade avancada
teria surgido duas vezes independentemente em Meliponina e Apina.

Tendo em vista toda essa problematica envolvendo as abelhas corbiculadas, nos
propusemos a sequenciar os genes mitocondriais citocromo b (citb) e rDNA codificante da
subunidade menor do ribossomo (16S), assim como os genes nucleares rDNA codificante da
subunidade maior do ribossomo (28S) e fator de elonga¢do 1-alfa copia 2 (EF-1a F2 copy).
Além de observar padrdes comportamentais de auto-limpeza. Estas estratégias foram
propostas com o objetivo de levantar mais caracteres para realizar uma analise filogenética
robusta e dessa forma, inferir a evolugdo da tribo Apini e do comportamento social, tdo

discutidos na literatura.



Capitulo 1

Filogenia molecular das abelhas corbiculadas (Apidae,
Apinae) embasada em genes nucleares e
mitocondriais
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Resumo

Caracteres moleculares tém sido cada vez mais utilizados em analises filogenéticas e essas
tém sofrido inimeros avangos nas Ultimas décadas, tendo ajudado a resolver varios
problemas filogenéticos. No entanto, as analises moleculares realizadas em Apini propdem
relacionamentos totalmente diferentes dos que haviam sido propostos até entdo com
outros tipos de caracteres. Nessas andlises, Meliponina é quase sempre posicionado como
grupo irmdo de Bombina, clado ndo suportado por analises com dados morfoldgicos ou
comportamentais. Ja o relacionamento entre o restante da tribo ndo € bem definido, sendo
gue em algumas analises Apina aparece como 0 primeiro grupo a divergir e em outras,
forma um clado com Euglossina. Geralmente, cada fragmento génico, quando analisado
isoladamente e dependendo da espécie utilizada como grupo externo, aponta uma topologia
diferente. No entanto, com o aumento do nimero de nucleotideos, a tendéncia é que a
topologia ((A,E),(B,M)) seja a mais frequentemente encontrada. Foi exatamente o que se
observou neste trabalho. Utilizamos quatro fragmentos génicos, dois nucleares (EF-1a e 28S)
e dois mitocondriais (16S e citb). Aproximadamente 24 espécies foram utilizadas, sendo 19
no grupo interno. Cada fragmento génico apontou para uma hipoétese evolutiva diferente,
sempre sustentando o clado (B,M), porém quando analisados conjuntamente sustentaram

também o clado (A,E).
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Abstract

Molecular characters have been increasingly used in phylogenetic analyses and have
undergone uncountable advances in recent decades. So, they have contributed to solve
several phylogenetic problems. However, the molecular analysis in Apini suggests
relationships totally different from that had been proposed previously using other kinds of
characters. In molecular analysis, Meliponina is often placed as sister group of Bombina,
clade not supported by morphological and behavioral data. The relationships among the
other subtribes are not well resolved yet. In some cases, Apina appears as the first group to
diverge and, in others, forms a clade with Euglossina. Generally, each gene fragment when
analyzed separately and depending on the outgroup species, shows different topologies.
Though, when one increases the number of nucleotides, the tendency is to find the topology
((AE),(B,M)). It was exactly what we observed in this work. We used four gene fragments,
two nuclear (EF-1a and 28S) and two mitochondrial (16S and cytb). Approximately 24 species
were used, 19 for the ingroup. Each fragment pointed out to a different evolutionary path,
always supporting the clade (B,M), but when analyzed together they also supported the
clade (A,E).
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1.1 INTRODUCAO

Tradicionalmente, Meliponina € considerada mais proximamente relacionada a
Apina, visto que compartilham uma série de caracteristicas de organiza¢do social e
elaborados sistemas de comunicacdo (MICHENER, 1944, 1974). No entanto, sequéncias de
DNA sugerem relacionamentos filogenéticos totalmente diferentes entre as subtribos de
Apini (CAMERON & MARDULYN, 2001). Bombina e Meliponina sdo quase sempre grupos
irmdos (CAMERON, 1991, 1993; SHEPPARD & MCPHERON, 1991; KOULIANOS et al., 1999;
MARDULYN & CAMERON, 1999; CAMERON & MARDULYN, 2001; KAWAKITA et al., 2008;
CARDINAL et al., 2010), clado ndo suportado pelos dados morfolégicos e comportamentais
(MICHENER, 1944, 1974, 1990; PRENTICE, 1991; ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993; SCHULTZ
et al., 1999; ASCHER et al., 2001; SERRAO, 2001; NOLL, 2002; CARDINAL & PACKER, 2007).

Diferentes conjuntos de caracteres morfoldgicos ja sugeriram diferentes
relacionamentos filogenéticos, o que fez com que vérias topologias ja tenham sido propostas
para os Apini, como mencionado na Introducdo geral. Michener (1990) afirmou que ha
poucos caracteres morfoldgicos disponiveis para sustentar fortemente qualquer uma dessas
hipdteses evolutivas. Uma vez que a fonte de caracteres capazes de responder inferéncias
nesse nivel esta limitada, as sequéncias moleculares tém se tornado uma forte alternativa
para essas inferéncias (CAMERON, 1991; KOULIANOS & CROZIER, 1991). Com o
desenvolvimento tecnolégico e a diminuigdo dos custos foi possivel que se comecasse a
utilizar sequéncias nucleotidicas de varios fragmentos génicos. Cameron (1991) e Sheppard
& McPheron (1991) foram os primeiros a propor essa topologia alternativa (Bombina e
Meliponina como grupos irmaos), tendo usado genes nucleares e mitocondriais. Os estudos
moleculares posteriores, sempre recuperaram essa mesma topologia. Sob esta hipétese, a
eussocialidade avancada teria surgido duas vezes independentemente, no ancestral de
Apina e no ancestral de Meliponina.

Genes nucleares evoluem mais lentamente e tém composicédo de base mais uniforme
do que genes mitocondriais (LIN & DANFORTH, 2004). Eles geralmente funcionam melhor
como marcadores para inferir divergéncias mais profundas, que ocorreram ha mais tempo
(LIN & DANFORTH, 2004). Haja vista todas essas considera¢fes importantes, Varios

fragmentos ja foram testados e utilizados para propor o relacionamento filogenético nessas
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especies, a seguir estdo alguns deles. O 16S foi um dos mais utilizados (CAMERON, 1991,
1993; CAMERON & MARDULYN, 2001), seguido do LWRh (MARDULYN & CAMERON, 1999;
CAMERON & MARDULYN, 2001; CARDINAL et al., 2010) e do citb (KOULIANOS et al., 1999;
CAMERON & MARDULYN, 2001). Varios outros fragmentos também ja foram utilizados,
como o 28S (CAMERON & MARDULYN, 2001; CARDINAL et al., 2010), Argk, Bub3, CAD, W,
Rh, CamklIl, Dnk e Gyk, estes ultimos foram usados por Kawakita e colaboradores (2008) que
utilizaram no total 12 genes nucleares. NakK, EF-1a, Polll e Wg foram usados por Kawakita e
colaboradores (2008) e Cardinal e colaboradores (2010), além destes genes, esse Ultimo
trabalho utilizou também o 18S.

Tendo tudo isto em vista, nos propomos a realizar uma analise filogenética utilizando
dados moleculares obtidos de dois genes mitocondriais: citocromo b (citb) e rDNA
codificante da subunidade menor do ribossomo (16S) e dois genes nucleares: rDNA
codificante da subunidade maior do ribossomo (28S) e fator de elongacéo 1-alfa copia 2 (EF-

la F2 copy) para inferir a evolucdo dessa tribo.



17

1.2 MATERIAL E METODOS

1.2.1 Selecdo dos taxons

Para compor o grupo interno procuramos escolher espécies em numero
representativo de cada uma das quatro subtribos, usando mais espécies nos grupos mais
diversos taxonomicamente. Dessa forma, foram utilizadas dezenove espécies como grupo
interno para as analises dos genes 28S, EF-1a e 16S. Ndo foi possivel obter sequéncias do
citb para alguns meliponineos, assim, a analise desse fragmento contou com quatorze
espécies e 0s sitios desses taxons foram considerados como dados faltantes na analise
combinada com os quatro genes. Relacionado aos grupos externos, todas as andlises
contaram com espécies representantes das familias Halictidae, Megachilidae e Apidae. Nesta
ultima familia dispusemos de trés espécies diferentes, um Apinae (Anthophorini) e dois
Xylocopinae (Xylocopini e Ceratini), dependendo de qual estava disponivel para cada gene e
de qual espécie ndo alterasse a monofilia do grupo interno (ver 1.4.1 O problema dos grupos
externos). A Unica excec¢do foi na analise do fragmento citb, que ndo teve um megaquilideo
compondo seu grupo externo. Os taxons utilizados para cada uma das andlises encontram-se

na tabela 1.1.
1.2.2 Obtencdo dos dados moleculares

O DNA gendmico total de um espécime de cada espécie foi extraido do térax e/ou
pernas das abelhas preservadas em etanol 100%, utilizando-se o kit de extracdo “DNeasy
Blood & Tissue” (Qiagen) (JOWETT, 1986). As sequéncias foram amplificadas pela reacdo em
cadeia de polimerase (PCR) utilizando o kit "PCR Ready-To-Go Beads" (Amersham
Biosciences). As condi¢Ges da PCR ja estdo padronizadas e descritas na literatura, assim
como os primers de cada fragmento génico (Tabela 1.2) (CAMERON & MARDULYN, 2001;
KAWAKITA et al., 2003).

A purificacdo dos produtos da PCR foi realizada, na maioria dos casos, diretamente a
partir da reacdo de PCR. No entanto, algumas reacdes amplificaram mais de uma banda e

para serem separadas tiveram de ser purificadas a partir do gel de agarose. Para ambos os
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procedimentos utilizou-se o kit “GFX PCR DNA and Gel Band Purification” (Amersham
Biosciences). O sequenciamento foi realizado na Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”, campus de Jaboticabal, utilizando um sequenciador automatico ABI
(Applied Biosystems, Foster City, CA). As sequéncias foram alinhadas por meio do algoritmo

Muscle implementado no programa Mega 5 (TAMURA et al., 2011).

1.2.3 Analise filogenética molecular

As andlises foram realizadas para 0s quatro genes em conjunto, assim como, para
cada um deles separadamente por meio de parcimonia (P) (SWOFFORD et al., 1996), maxima
verossimilhanca (ML) (FELSENSTEIN, 1981) e parcimdnia com homologia dindmica por meio
do programa POY (VARON et al., 2010) que utiliza as sequéncias de nucleotideos sem que
eles tenham sido previamente alinhados. Esse tipo de procedimento segue diretamente da
sequéncia de nucleotideos para a reconstrucdo filogenética, sem a necessidade de inserir
gaps (WHEELER, 1996).

A procura pela arvore mais parcimoniosa deu-se por meio do programa TNT
(GOLOBOFF et al., 2008), usando as configuracdo padroes da New Technology Search com
os algoritmos Ratchet, Drift, Tree Fusion e TBR-max com adicdo aleatéria de taxons. O
programa Winclada 1.89 (NIXON, 2002) foi usado como interface. A robustez dos ramos foi
acessada através de 1000 replicacBes de bootstrap, utilizando 10 buscas por replicacdo e
TBR.

Nas andlises de méaxima verossimilhanga, as buscas pela arvore mais verossimil
basearam-se nos modelos de substituicdo de nucleotideos selecionados pelo programa
jModelTest 0.1.1 (POSADA, 2008) com base no critério de informacédo de Akaike (AIC). As
andlises foram conduzidas no programa Garli 2.0 (ZWICKL, 2006), que se baseou nos dados
originais para o célculo dos parametros utilizados em cada modelo. Foram realizadas 30
buscas com adicdo aleatéria dos taxons. Para acessar o suporte dos nés, foram realizadas
1000 replicagdes de bootstrap com as mesmas configuracdes implementadas na busca pelas
arvores. No caso da anélise envolvendo os quatro genes concatenados, 0s quatro
fragmentos foram tratados como independentes, tendo sido utilizados os modelos de

substituicdo mais adequados para cada um.
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Na otimizacdo direta, para as analises dos genes individualmente, realizaram-se 6
buscas com duragdo de 15 minutos cada uma, além de uma busca adicional de 4 horas para
confirmar que as arvores encontradas nas buscas de 15 minutos eram de fato as de menor
comprimento. O suporte dos ramos foi medido por meio de 1000 replicaces de bootstrap
com as mesmas configuraces da busca pela melhor arvore. Na analise dos quatro genes
combinados, foram realizadas seis buscas de uma hora cada, além de uma busca adicional
de oito horas para confirmar que as arvores encontradas nas buscas menores eram de fato

as com menaos passos.
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1.3 RESULTADQOS

1.3.1 EF-1a

Apos o alinhamento, esse fragmento génico contou com 819 pares de bases, sendo
255 parcimoniosamente informativos, 81 autapomorficos e 483 invariaveis.

A anélise de parciménia encontrou 24 arvores igualmente parcimoniosas com 858
passos, Cl = 56 e Rl = 68. As diferencas entre todas essas arvores ocorreram dentro do clado
Meliponina, sendo que o relacionamento filogenético entre as subtribos ficou bem resolvido
no consenso estrito (figura 1.1A). A anélise feita por meio de otimizag&o direta retornou oito
arvores diferentes igualmente parcimoniosas. Todas as varia¢bes entre as oito arvores
aconteceram no posicionamento dos meliponineos, como pode ser observado no consenso
estrito (figura 1.1B). O modelo sugerido para a analise de méaxima verossimilhanca foi o GTR
com corre¢do gama e a arvore mais verossimil teve comprimento = 1.583 (figura 1.1C).

A monofilia de todas as subtribos foi recuperada em todas as analises com pelo
menos 99% de suporte, com exce¢do de Apina, que ndo pdde ter sua monofilia avaliada em
nenhuma das andlises por se ter usado apenas uma espécie dessa subtribo, a Unica que
ocorre nas Américas. Nos trés tipos de analises, Bombina e Meliponina posicionaram-se
como grupos irmados com suporte variando de 43 a 65%. Apina e Euglossina estiveram mais
proximamente relacionadas com suporte de 44 e 35% nas analises de parcimOnia e maxima
verossimilhanga, respectivamente. J& na otimizagdo direta, Apina foi posicionada como a
primeira subtribo do grupo a divergir, sendo que Euglossina, Bombina e Meliponina
formaram um clado com 44% de suporte. No que diz respeito aos meliponineos, as trés
andlises apresentaram em comum o0s agrupamentos formados pelas duas espécies de

Trigona e pelas duas espécies de Frieseomelitta.

1.3.2 rDNA 28S

Com a insercdo dos gaps devido ao alinhamento, o fragmento usado nas andlises teve
745 pares de bases. Destes, 157 foram parcimoniosamente informativos, 86 autapomorficos

e 502 invariaveis.
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A analise de parcim®nia resultou em seis arvores igualmente parcimoniosas com 442
passos, Cl = 72 e Rl = 76. Todas as diferencas entre as arvores ocorreram dentro de
Meliponina, como se pode constatar no consenso estrito (figura 1.2A). As andlises da
otimizacdo direta resultaram em mais de 40 &rvores igualmente parcimoniosas, todas
diferindo quanto ao posicionamento dos meliponineos, como se constata no consenso
estrito (figura 1.2B). O jModelTest sugeriu 0 modelo GTR com corre¢do gama para a analise
de maxima verossimilhanca, a arvore mais verossimil teve comprimento = 0.872 (figura
1.2C).

A monofilia de cada subtribo foi recuperada com suportes acima de 98% para
Bombina e Euglossina. Por outro lado, os suportes para o clado Meliponina variaram
bastante, de 53 na verossimilhanca a 100% na otimizacdo direta. O posicionamento
filogenético das subtribos foi 0 mesmo independente da anélise utilizada. Euglossina foi
apontado como o primeiro grupo a divergir, tendo as outras trés subtribos formado um
clado com suportes de 40, 44 e 100% nas andlises de parcimdnia, verossimilhanca e
otimizacdo direta respectivamente. Bombina foi posicionada como grupo irmdo de
Meliponina com suporte variando de 68 na parcimonia a 100% na otimizagéo direta. Dentre
os meliponineos, observa-se que todas as analises apresentaram em comum O0S
agrupamentos formados por Nannotrigona e Plebeia, pelas duas Trigona e pelas duas
Frieseomelitta e, ainda, Melipona e Celetrigona foram os dois primeiros géneros a divergir

dentro do grupo.

1.3.3 rDNA 16S

O fragmento 16S contou com 620 pares de bases ap6s o alinhamento, foram 177
parcimoniosamente informativos, 120 autapomorficos e 323 invariaveis.

Foi encontrada somente uma arvore mais parcimoniosa com 777 passos, Cl =50 e RI
= 53 (figura 1.3A). As anélises pela otimizacdo direta encontraram dez arvores igualmente
parcimoniosas. Nota-se no consenso (figura 1.3B) que a maioria das diferencas foi entre 0s
meliponineos, mas também houve outras incongruéncias gerando uma politomia mais basal.
A andlise de verossimilhanca foi realizada com o modelo TPM1uf com correcdo gama. A

arvore mais verossimil teve seu comprimento = 2.999 (figura 1.3C).
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Todas as analises recuperam a monofilia das subtribos com suporte acima de 92%
para Bombina e Meliponina. Os suportes para a monofilia de Euglossina variaram
amplamente, 23 na parcimdnia, 63 na verossimilhanca e 100% na otimizacdo direta.
Novamente, Bombina e Meliponina posicionaram-se como grupos irmaos com suporte de 66
a 99%. As andlises de verossimilhanca e parcimdnia apontaram Apina como sendo o
primeiro grupo a divergir, tendo as trés subtribos restantes se agrupado com suportes bem
baixos, 11 e 23%. A andlise feita por meio da otimizacdo direta ndo foi capaz de apontar
guem divergiu primeiro, tendo mantido uma politomia com Anthophorini, Apina, Euglossina
e o clado formado por Bombina, Meliponina e Xylocopini. A Unica congruéncia encontrada
entre os trés tipos de analise dentro de Meliponina foi o clado formado pelas duas

Frieseomelitta.

1.3.4 Citocromo b

Nao foram inseridos gaps no alinhamento deste fragmento que contou com 574
pares de bases, tendo sido 219 parcimoniosamente informativos, 82 autapomorficos e 273
invariaveis.

Uma Unica arvore mais parcimoniosa com 784 passos foi encontrada com Cl = 53 e Rl
= 53 (figura 1.4A). A otimizacdo direta encontrou somente uma &rvore mais parcimoniosa
(figura 1.4B). Assim como para a maioria dos fragmentos, o modelo utilizado na
verossimilhanca foi o GTR com correcdo gama, a &rvore mais verossimil teve comprimento =
2.174 (figura 1.4C).

Todas as subtribos apresentaram-se monofiléticas com suportes superiores a 88%.
Apina e Euglossina posicionaram-se como grupos irmdos nas analises de parcimonia e
otimizacdo direta com suportes de 22 e 76% respectivamente. Por outro lado, na
verossimilhanca, Apina divergiu antes, tendo deixado as trés outras subtribos mais
proximamente relacionadas com suporte de 45%. Bombina e Meliponina estiveram mais
proximamente relacionados com suporte de pelo menos 78% nas trés analises. Celetrigona e
Plebeia apresentaram-se mais proximamente relacionadas dentre os meliponineos da
andlise tendo Scaura como seu grupo irmao nos trés tipos de analise. Ainda referente aos
meliponineos, encontrou-se Tetragonisca e Scaptotrigona formando um clado nas trés

analises.
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1.3.5 Genes concatenados

A analise utilizando todos os fragmentos génicos em conjunto teve um total de 2731
pares de bases, sendo 733 parcimoniosamente informativos, 380 autapomorficos e 1618
invariaveis.

Na andlise de parcimbnia foram encontradas quatro arvores igualmente
parcimoniosas com 2545 passos, Cl = 58 e Rl = 62. Todas as diferencas entre as arvores
ocorreram dentro do clado Meliponina, como se observa no consenso estrito (figura 1.5A).
Duas arvores foram encontradas pela analise atraveés da otimizagdo direta, estas arvores
diferiram substancialmente como se pode observar no consenso estrito (figura 1.5B). A
arvore mais verossimil obtida por meio da analise de maxima verossimilhanca teve
comprimento = 1.940 (figura 1.5C).

Da mesma forma como na analise individual dos genes, a monofilia das trés subtribos
foi recuperada, todas com suporte de pelo menos 99% em todos os tipos de analises.
Meliponina mostrou-se mais proximamente relacionada a Bombina, apresentando suporte
de pelo menos 95%. Nas analises de parcimdnia e verossimilhanga, Apina e Euglossina
apresentaram-se como grupos irmaos, com suporte de 77 e 87%, respectivamente. Em
contraste, na anélise realizada por otimizacao direta, as arvores diferiram na topologia dos
ramos mais basais e, deste modo, o consenso estrito € politdmico em Xylocopini, Apina,
Euglossina e o clado formado por Bombina e Meliponina. As trés anélises retornaram em

comum os agrupamentos formados pelas duas espécies de Frieseomelitta e Trigona.
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1.4 DISCUSSAQ

1.4.1 O problema dos grupos externos

A escolha dos grupos externos foi um sério problema a ser enfrentado durante as
analises moleculares. Em qualquer tipo de analise sempre havia uma espécie dos grupos
externos posicionando-se internamente. No entanto, os pesquisadores concordam que as
abelhas corbiculadas sao monofiléticas (SAKAGAMI & MICHENER, 1987; ROIG-ALSINA &
MICHENER, 1993), ndo havendo qualquer tipo de discussdo quanto a sua monofilia e nem
guanto a monofilia de cada uma das quatro subtribos (MICHENER, 1990).

Notamos que o0s problemas tornavam-se mais evidentes a medida que
adicionavamos espécies mais proximamente relacionadas as corbiculadas, visto que anélises
utilizando somente Halictidae e Megachilidae raramente apresentaram problemas. Curioso é
o fato de tanto Xylocopini quanto Anthophorini serem espécies consagradas como grupos
externos no estudo das corbiculadas, uma vez que ja foram utilizadas diversas vezes em
estudos moleculares por outros autores (CAMERON, 1991, 1993; KOULIANOS et al., 1999;
MARDULYN & CAMERON, 1999; CAMERON & MARDULYN, 2001; KAWAKITA et al., 2008). Por
outro lado, ndo se observou o uso de Megachilidae nem de Halictidae.

A tabela 1.3 mostra os testes realizados com andlises de parcimdnia para verificar
quais combinac6es de taxons invalidavam a monofilia das abelhas corbiculadas em cada um
dos fragmentos génicos. Analisando os trabalhos da literatura, notamos que esse
acontecimento foi relativamente comum, Mardulyn & Cameron (1999) usaram Xylocopini e
Eucerini como grupos externos, tendo o tltimo formado um clado com Apina. Ja Cameron &
Mardulyn (2001) usaram Eucerini, Centridini, Anthophorini e Xylocopini, tendo encontrado
pelo menos um téxon dos grupos externos posicionado internamente em trés dos quatro
fragmentos utilizados. Os trabalhos que néo tiveram esse problema utilizaram somente uma
espécie como grupo externo (CAMERON, 1991, 1993; KOULIANOS et al., 1999) ou fizeram
andlises dos fragmentos individuais sem localizar a raiz e sem utilizar o grupo externo,
usando-o somente na analise dos genes combinados (KAWAKITA et al., 2008). Pelos
resultados da tabela 1.3, parece que de fato, a utilizacdo de varios genes, elimina esse

problema, até mesmo porque as espécies que causam problemas nao os causam em todos
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os fragmentos. Isto €, uma espécie pode ndo ser uma boa escolha para atuar como grupo
externo na analise de um fragmento, mas se mostrar adequada na anélise de outros.

O principal fator em relacdo a esse problema é que os grupos externos, mesmo ndo
conflitando com a monofilia do grupo interno, podem alterar a sua topologia. Foi o que
ocorreu com 0s genes 16S e citb, que retornaram duas topologias diferentes cada um:
((AE),(B,M)) e (A,(E,(B,M))) dependendo do conjunto de taxons utilizado como grupo
externo (tabela 1.3). Com os genes EF-1a e 28S, a escolha do grupo externo ou conflitava
com a monofilia do grupo interno ou retornava sempre a mesma topologia, ((A,E),(B,M)) no
primeiro caso e (E,(A,(B,M))) no segundo (tabela 1.3). Quando se utilizou somente
Xylocopini, apareceu uma topologia inédita para o 28S: (B,(M,(A,E))), Bombina seria o
primeiro a divergir e Meliponina ndo seria mais proximamente relacionado a ele e sim ao
clado formado por Apina e Euglossina.

Um problema de se utilizar como grupo externo taxons distantemente relacionados €
que a probabilidade de que a similaridade na sequéncia seja devido a identidade aleatéria
aumenta e a chance de que qualquer outro carater seja filogeneticamente informativo
diminui (CAMERON et al., 1992). Por outro lado, se o conjunto de téxons for suficientemente
divergente, mesmo que proximamente relacionado, a polarizacdo dos caracteres torna-se
essencialmente aleatoria e os resultados tornam-se fenéticos ao invés de filogenéticos,
podendo levar a inclusdo de grupos externos internamente uma vez que a divergéncia entre
os diferentes taxons € essencialmente por similaridade (CAMERON et al., 1992). Deste
modo, utilizou-se como grupo externo para cada fragmento, o maior nimero de téxons
possivel desde que esses taxons ndo levassem a incluséo de algum taxon do grupo externo
internamente. Embora isso represente um problema do ponto de vista metodoldgico,
pretendemos no futuro, adicionar outros tdxons como grupos externos e realizar mais

analises a fim de verificar como os grupos externos influenciam a topologia.

1.4.2 Filogenias moleculares

A topologia dos cladogramas em cada uma das andlises esta mais relacionada ao
gene utilizado do que ao método que se utilizou para obté-la. A tabela 1.4 apresenta um
resumo das topologias encontradas através dos diferentes métodos. Ou seja, apesar das

topologias variarem bastante, elas variaram mais entre os diferentes fragmentos do que em
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relacdo aos diferentes métodos, uma vez que se obteve a mesma topologia em pelo menos
dois dos trés métodos utilizados. Nota-se também que para cada fragmento, as andlises de
Parcimbnia e Maxima Verossimilhanca retornaram resultados congruentes na maioria das
vezes, tendo diferido apenas para o gene citb (tabela 1.4).

Com excecdo do agrupamento formado por Meliponina e Bombina que foi
recuperado em todas as analises, o posicionamento dos outros grupos variou de todas as
formas possiveis, como ja foi observado em diversos outros trabalhos na literatura
(CAMERON, 1991, 1993; KOULIANOS et al., 1999; MARDULYN & CAMERON, 1999; CAMERON
& MARDULYN, 2001; KAWAKITA et al., 2008). Os métodos utilizados no fragmento 28S foram
unanimes em apresentar Euglossina como a primeira subtribo a divergir e posicionou Apina
como mais proximamente relacionada ao clado formado por Bombina e Meliponina.
Cameron & Mardulyn (2001) analisando unicamente esse mesmo fragmento génico para
quinze espécies no grupo interno e quatro no externo encontraram outro tipo de
relacionamento, Apina e Euglossina mostraram-se grupos irmaos. Vale ressaltar que no
trabalho citado, esse clado esteve mais proximamente relacionado a duas espécies do grupo
externo do que ao clado Bombina e Meliponina.

O fragmento 16S, por sua vez, sustentou o oposto, Apina como sendo o primeiro
grupo a divergir e Euglossina como mais proximamente relacionada ao clado Bombina e
Meliponina. Curiosamente, as andlises de maxima verossimilhanca do fragmento citb e a
andlise do fragmento EF-1a pela otimizacao direta sustentam o mesmo posicionamento que
0 gene 16S. Cameron & Mardulyn (2001) também utilizaram o citb e encontraram esse
mesmo resultado. Trés outros trabalhos utilizaram o fragmento 16S, um deles apontou o
mesmo resultado que obtivemos aqui, Apina como o primeiro clado a divergir (CAMERON,
1993). Ja os outros dois agruparam Apina e Euglossina (CAMERON, 1991; CAMERON &
MARDULYN, 2001), sendo que neste ultimo, nédo se recuperou a monofilia de Bombina.

Os métodos restantes usados nesses dois fragmentos (citb e EF-1a) sustentam a
terceira topologia, agrupam Euglossina e Apina, fazendo com que as espécies de ambas as
subtribos tenham compartilhado um ancestral comum mais recente. Essa também foi a
topologia apresentada por Kawakita e colaboradores (2008) ao estudar o fragmento EF-1a.
Assim como € a topologia encontrada nos trabalharam que investigaram mais de um gene
(CAMERON & MARDULYN, 2001 — 4 genes; KAWAKITA et al., 2008 — 12 genes; CARDINAL et
al., 2010 — 7 genes).
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E interessante notar que todos os métodos encontraram trés topologias diferentes,
dependendo do fragmento génico que foi utilizado. Assim, de acordo com as anélises
moleculares, qualquer arranjo € possivel entre Apina e Euglossina, a primeira subtribo a
divergir pode ser Apina ou Euglossina, ou ainda, ambas podem formar um clado sendo
grupos irmaos. A escolha depende do fragmento génico utilizado e do método que se
acredita ser o mais apropriado. Observamos que a escolha do método ndo causa tanta
influéncia como a escolha do fragmento. No entanto, as analises moleculares sdo unanimes
em apontar Bombina e Meliponina como grupos irmaos com elevados valores de suporte,
ndo deixando duvidas quanto a este relacionamento filogenético. Dessa forma, é importante
que se utilizem tantos fragmentos quanto seja possivel, de modo que o caminho evolutivo
apontado pela maioria dos genes reflita o processo evolutivo real. E parece que quanto
maior o conjunto de dados que se utiliza, mais forte fica o relacionamento entre Apina e
Euglossina posicionando-as como grupos irmaos (CAMERON & MARDULYN, 2001; KAWAKITA
et al., 2008; CARDINAL et al., 2010).

Haja vista que a topologia ((A,E),(B,M)) é a encontrada na analise final neste trabalho
e em varios outros quando se utilizam varios fragmentos génicos (CAMERON, 1991;
SHEPPARD & MCPHERON, 1991; KOULIANOS et al., 1999; CAMERON & MARDULYN, 2001;
KAWAKITA et al., 2008; CARDINAL et al., 2010), acreditamos que a melhor topologia seja
esta, a que aponta Meliponina como grupo irmdo de Bombina e Euglossina como grupo
irmao de Apina. Ressaltando que mesmo nesses trabalhos, cada sequéncia génica, quando

analisada isoladamente, aponta para uma filogenia diferente.

1.4.3 E afinal, a eussocialidade surgiu quantas vezes?

Admitindo-se que a topologia (A,E),(B,M) reflita a evolucdo real das abelhas
corbiculadas, uma vez que as analises sdo unanimes em agrupar Bombina e Meliponina e
que Apina tende a se agrupar com Euglossina quanto mais genes sdo acrescentados,
acreditamos que a eussocialidade avancada teria surgido mais de uma vez. Uma, no
ancestral de Meliponina e outra, no ancestral de Apina e ainda, que a eussocialidade
primitiva ja estava presente no ancestral de todas as abelhas corbiculadas, tendo Bombina

se mantido primitivamente eussocial e Euglossina tendo sofrido varios niveis de reversoes,
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até o retorno completo ao comportamento solitario em algumas espécies. Essa foi a mesma
concluséo a que chegaram Cardinal & Danforth (2011).

Sabe-se que espécies primitivamente eussociais quase sempre possuem estagios
solitarios e a sele¢do pode favorecer o aumento ou a diminuicdo da complexidade social
(MICHENER, 1974). VariacOes nos niveis de socialidade em diferentes popula¢es da mesma
espécie sugerem a evolucdo da diminui¢do tanto quanto do aumento das interagdes sociais
dentro de certas espécies primitivamente eussociais (MICHENER, 1974). Dessa forma, essa
oscilacdo de um nivel social para outro provavelmente ocorreu e a reversao pode ser tao
comum quanto a progressdo para niveis sociais mais elaborados (MICHENER, 1974).
Somente as espécies altamente eussociais (Apina e Meliponina) atingiram um patamar onde
reversbes para outros estagios, mesmo que igualmente parcimoniosas sdo bastante
improvaveis porque as rainhas de colbnias eussociais perderam quase completamente suas
habilidades para sobreviver sem a ajuda das operarias e, além disso, as coldnias sdo perenes
e estabelecidas exclusivamente via enxameio (MICHENER, 1944). Corroborando essas
informac6es, Danforth (2002) e Danforth e colaboradores (2003) estudando Halictidae
concluiram que as reversdes sdo0 muito mais comuns nos himendpteros primitivamente
sociais do que se imaginava, sendo muito dificil o surgimento da eussocialidade, porém
muito facil a sua perda.

Todas essas informacBes sustentam a hipotese de evolugdo da eussocialidade
apresentada no primeiro paragrafo. A socialidade teria surgido no ancestral comum das
corbiculadas (CARDINAL & DANFORTH, 2011), sendo mantida em Bombina. Aquilo que €
chamado de eussocialidade avancada teria, entdo, surgido independentemente em
Meliponina e Apina, enquanto em Euglossina teriam ocorrido diferentes graus de reverséo,
levando a maior parte dos representantes desse tdxon ao comportamento solitario. Desse
modo, 0s casos de solitariedade encontrados principalmente em Euglossa (DRESSLER, 1982;

AUGUSTO & GAROFALO, 2004) seriam efeito de evolugdo convergente.



1.5 TABELAS E FIGURAS

Tabela 1.1. Lista das espécies utilizadas nas analises moleculares.

Taxons

EF-1a

28S

16S

citb

Genes
combinados

Grupos externos
Halictidae
Halictidae sp1
Auglochlora cfr. morrae
Megachilidae
Megachile maculata
Apidae
Xylocopinae
Xylocopini
Xylocopa (cfr. Neoxylocopa)
Ceratini
Ceratina sp.
Apinae
Anthophorini
Anthophorini spl

Grupo interno
Apini

Apina
Apis mellifera

Bombina
Bombus brasiliensis
Bombus pauloensis

Euglossina
Eulaema nigrita
Euglossa chordata
Euglossa pleosticta
Euglossa securigera

Meliponina
Celetrigona longicornis
Frieseomelitta languida
Frieseomelitta varia
Melipona scutellaris
Nannotrigona testaceicornis
Partamona conf. helleri
Plebeia droryana
Scaptotrigona aff. depilis
Scaura longula
Tetragonisca angustula
Trigona recursa
Trigona spinipes

x X

xX X X X

X X X X X X X X X X X X

x X

xX X X X

X X X X X X X X X X X X

>

X X X X

X X X X X X X X X X X X

x X

xX X X X

b

xX X X X X

x X

xX X X X

X X X X X X X X X X X X




Tabela 1.2. Primers e programas utilizados nas reacdes de PCR para cada fragmento génico.

Primers Desr_]a_tL_Jragao Desnaturacao Anelamento Extensdo Extgnsao
inicial final

5’ GGA CAC AGA GAT TTC ATC AAR AA 3’ , ., . ” . i .
EF-1 5 TTG CAA AGC TTC RTG RTG CAT T 3/ 5" a94C 30x30” a94-C 30" a55°C 7" a72°C

5' AAG AGA GAG TTC AAG AGT ACG TG 3 L, o
285 5 TAG TTC ACC ATC TTT CGG GTC CC 3' 60" a55-60°C 0" 2 79°C

5" CACCTG TTT ATC AAA AAC AT 3’ " o 1 o ’ °
16S 5 TAT AGA TAG AAA CCA AYC TG 3 30” a94°C 35x 60" a94°C co" 2 5055 2’a72°C
citb 5'CGT TTA ATT CAY ATA AAT GG 3' a

5' ATT ACA CCT CCT AAT TTATTAGGA AT 3'

30
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Tabela 1.3. A) Topologias parciais encontradas por meio de analise de parcim6nia em cada um dos quatro fragmentos génicos em decorréncia do grupo
externo utilizado. B) Topologias parciais encontradas por meio de parciménia, maxima verossimilhanga (ML) e alinhamento dinamico (POY) para os quatro
fragmentos génicos analisados conjuntamente em decorréncia do grupo externo utilizado. Grupos externos: Hal — Halictidae, Meg — Megachilidae, An —
Anthophorini, Ce — Ceratinini, Ei — Eucerini, Xy — Xylocopini. Grupo interno: A - Apina, B — Bombina, E — Euglossina, Ec — Euglossa, En — Eulaema, M -
Meliponina. Quando ndo houve grupo externo posicionado internamente foi exibida somente a topologia referente ao grupo interno. Quando o grupo
externo posicionou-se internamente, foram exibidos somente esses agrupamentos. Os fragmentos EF-1a, 16S e os genes combinados utilizaram Ceratinini.
28S e citb utilizaram Eucerini. Megachilidae nao foi utilizado nas analises do citb. Fundo transparente: topologias bem resolvidas; cinza claro: topologias sem
grupo externo incluso, porém, mal resolvidas; cinza escuro: topologias mal resolvidas e com grupos externos inclusos.

A Grupos externos Topologias para cada um dos genes
Hal Meg An Ce/Ei Xy EF-la 28S 165 citb
X X X X X ((AE),(B,M)) ((ALAN),(A,(B,M))) ((CeXy),(B,M)) (ALANXy,A E,(B,M))
X X X X ((CeXy),B) (AL (A,(B.M))) ((CeXy),B,(AE)M) ((ALXy),AE,(B,M))
X X X X (Xy,AE,(B,M)) (An,(A,(B,M))) (A(E,(B.M))) (An,Xy,AE,(B,M))
X X X X ((Ce,B)M) ((ALAN),(A,(B,M))) (Ce,An,(AE),(BM))  (An,(ALA),E.(B,M))
X X X ((AE),(B,M)) (An,(A,(B,M))) (AEn,Ec,(B,M)) (AE,(B,M))
X X X ((Ce,B)M) (E.(A,(B,M))) ((B.(AE)M) ((ALA),(E,(B,M)))
X X X (Xy,B,M) (E.(A.(B.M)) ((AE),(Xy,(B,M))) ((A.E),(8B,M))
X X ((AE).(BM)) (E,(A,(B,M)) (M,(B,(AE)) (A(E,(B.M))
X ((A,E),(B,M)) AE,(B,M) Ec,(A,En,(B,M)) (AE,(B,M))
X ((AE).B.M) (B.((AE)M)) ((AE).(B.M)) ((AE),(B.M))
B) Grupos externos Topologias para genes combinados
Hal Meg An Ce/Ei Xy Parciménia ML POY
X X X X X ((AE).(B.M)) ((AE).(B.M)) ((AE),(Xy,(B.M)))
X X X ((AE).(B.M)) ((AE).,(B,M)) (Hal,(Meg,(Xy.A, E,(B,M))))

X X (AE,(BM)) (Hal,(A.E),(Xy.(B.M)))




Tabela 1.4. Relacionamentos filogenéticos propostos entre as subtribos de Apini de acordo com cada fragmento génico e método utilizado.

EF-1a 285 165 citb Genes
combinados
Parcimonia (AE),BM)  (E(ABM)) (A,(E,(B,M)) ((AE),BM)  ((AFE),(BM)
POY (AEBM)  (EABM) (AnAE(Xy,(B,M)) ((AE)BM)  (XyAE(BM)

ML (AB).BM)  EMABM) (AE(B.M)) AEBM))  ((AE).(BM)

32



A)

B) Q)

Figura 1.1. Andlise filogenética molecular retratando a evolugdo das abelhas corbiculadas segundo o fragmento génico EF-1a de 819 pares de bases. A)
Consenso estrito das 24 arvores igualmente parcimoniosas encontradas pelo método da parciménia, L = 858, Cl = 56 e Rl = 68. B) Consenso estrito das
oito arvores igualmente parcimoniosas encontras através da otimizagéo direta. C) Arvore mais verossimil segundo o método da méaxima verossimilhanca,
-log-likelihood = 4905.9746 e L = 1.583. NUmeros nos ramos séo valores de bootstrap em 1000 replicac@es. L = comprimento da arvore, Cl = indice de
consisténcia, Rl = indice de retengéo. Codigo de cores: rosa = Meliponina, amarelo = Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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A)

Figura 1.2. Andlise filogenética molecular retratando a evolucéo das abelhas corbiculadas segundo o fragmento génico 28S de 745 pares de bases. A)
Consenso estrito das seis arvores igualmente parcimoniosas encontradas pelo método da parcimonia, L = 442, Cl = 72 e Rl = 76. B) Consenso estrito das
cinquenta arvores igualmente parcimoniosas encontras pela otimizacéo direta. C) Arvore mais verossimil segundo o método da méaxima verossimilhanca,
-log-likelihood = 3171.7707 e L = 0.872. NUmeros nos ramos sao valores de bootstrap em 1000 replicagdes. L = comprimento da arvore, Cl = indice de
consisténcia, Rl = indice de retengéo. Codigo de cores: rosa = Meliponina, amarelo = Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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Figura 1.3. Andlise filogenética molecular retratando a evolucdo das abelhas corbiculadas segundo o fragmento génico 16S de 620 pares de bases. A)
Arvore mais parcimoniosa encontradas pelo método da parciménia, L = 777, Cl = 50 e Rl = 53. B) Consenso estrito das dez arvores mais parcimoniosas
encontras pela otimizacio direta. C) Arvore mais verossimil segundo o método da méaxima verossimilhanca, -log-likelihood = 3974.6779 e L = 2.999.
NUmeros nos ramos sédo valores de bootstrap em 1000 replicagdes. L = comprimento da arvore, Cl = indice de consisténcia, Rl = indice de retencéo.
Cédigo de cores: rosa = Meliponina, amarelo = Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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A)

Figura 1.4. Andlise filogenética molecular retratando a evolucédo das abelhas corbiculadas segundo o fragmento génico citb de 574 pares de bases. A)
Arvore mais parcimoniosa encontrada pelo método da parciménia, L = 784, Cl = 53 e RI = 53. B) Arvore mais parcimoniosa encontra pela otimizagio
direta. C) Arvore mais verossimil segundo o método da méxima verossimilhanga, -log-likelihood = 3929.0212 e L = 2.174. Nimeros nos ramos séo valores
de bootstrap em 1000 replicagdes. L = comprimento da arvore, Cl = indice de consisténcia, Rl = indice de retencéo. Codigo de cores: rosa = Meliponina,
amarelo = Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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B) Q)

Figura 1.5. Andlise filogenética molecular retratando a evolugéo das abelhas corbiculadas segundo quatro fragmentos génicos totalizando 2731 pares de
bases. A) Consenso estrito das quatro arvores igualmente parcimoniosa encontradas pelo método da parcimonia, L = 2545, Cl = 58 e Rl = 62. B) Consenso
estrito das duas arvores mais parcimoniosas encontras através da otimizacdo direta. C) Arvore mais verossimil segundo o método da méaxima
verossimilhanga, -log-likelihood = 14752.5799 e L = 1.940. NUmeros nos ramos sdo valores de bootstrap em 1000 replicagdes. L = comprimento da arvore,
Cl = indice de consisténcia, RI = indice de retencéo. Codigo de cores: rosa = Meliponina, amarelo = Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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Capitulo 2

Filogenia comportamental das abelhas corbiculadas
(Apidae, Apinae) baseada em caracteres de auto-
limpeza e Analise de evidéncia total



39

Resumo

Caracteres comportamentais vém sendo extensivamente utilizados nos altimos anos como
fonte importante de caracteres para inferéncia filogenética. Uma vez que o posicionamento
filogenético das subtribos de Apini vem sendo cada vez mais discutido e a necessidade de
novos caracteres é iminente, decidimos utilizar padrées comportamentais de auto-limpeza
de modo a obter mais caracteres. Analisamos a presenca e auséncia de certos padres
comportamentais, assim como a sequéncia de alguns deles, obtendo 95 caracteres no total.
Onze espécies representantes de todos 0s grupamentos compuseram 0 grupo interno e um
Xylocopini (Apidae, Xylocopinae) compds o grupo externo. Por meio de andlises de
parciménia, encontramos uma arvore mais parcimoniosa (E,(B,(A,M))) com 186 passos, Cl =
47 e Rl = 47. Essa topologia esta em acordo com a maioria dos trabalhos que utilizaram
dados morfolégicos e os poucos que utilizaram dados comportamentais, sugerindo que a
eussocialidade surgiu uma Unica vez no ancestral comum do clado (A,M). No sentido de
aumentar o numero de caracteres, adicionou-se a essa matriz os caracteres moleculares dos
quatro fragmentos génicos obtidos no capitulo anterior. Obtivemos duas arvores igualmente
parcimoniosas com 1768 passos, Cl = 67 e Rl = 60. O consenso estrito das novas arvores
apresentou a mesma topologia de quando se utilizou somente dados moleculares
((A,E),(B,M)), indicando que a eussocialidade teria surgido duas vezes, uma no ancestral

comum de Apina e outra no ancestral comum de Meliponina.
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Abstract

Behavioral traits have been extensively used in recent years as an important source of
characters in phylogenetic inference. Because the phylogenetic placement of the subtribes
within Apini is increasingly debated and the need of new character is imminent, we decided
to use behavioral patterns like self-cleaning to gather more characters. We analyzed the
presence and absence of certain behavioral patterns, as well as the sequence of some of
them, obtaining 95 characters. Eleven species belonging to all groups comprised the ingroup
and Xylocopini (Apidae, Xylocopinae) composed the outgroup. Through parsimony analysis,
we find only one most parsimonious tree (E,(B,(A,M))) with 186 steps, Cl = 47 and RI = 47.
This topology is in agreement with most studies using morphological data and the few that
used behavioral data suggesting that advanced eusociality arose only once in the common
ancestor of the clade (A,M). In order to increase the number of characters, molecular data of
four gene fragments obtained in the previous chapter was added in the matrix. We found
two equally parsimonious trees with 1768 steps, Cl = 67 e Rl = 60. The strict consensus’
topology pointed out the same topology when using only molecular data ((A,E),(B,M)),
indicating that the advanced eusociality have arisen twice, once in Apina common ancestor

and other in Meliponina common ancestor.
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2.1 INTRODUCAO

A utilizacdo de caracteres comportamentais para inferir filogenias é relativamente
comum em invertebrados e como qualquer outra caracteristica geneticamente determinada,
€ potencialmente util para reconstrucgdes filogenéticas (JANDER, 1966 apud BASIBUYUK &
QUICKE, 1999; FARISH, 1972). Além disso, caracteres comportamentais ndo sdo mais
homoplasticos do que os caracteres morfoldgicos ou moleculares, podendo ser
perfeitamente utilizados nas andlises filogenéticas (PRUM, 1990; DE QUEIROZ &
WIMBERGER, 1993; KURT & HARTL, 1995; RENDALL & DI FIORE, 2007).

Basibuyuk & Quicke (1999) propuseram uma filogenia para Hymenoptera baseada
em comportamentos de auto-limpeza. No sentido tradicional, os movimentos de limpeza
dos insetos sdo estereotipados (WILSON, 1962; THELEN & FARISH, 1977; TURILLAZZI &
ZAPPONI, 1982). Em besouros, por exemplo, individuos sem apéndices toracicos ou com
apéndices danificados fazem os movimentos de limpeza de modo idéntico aqueles com
apéndices normais, mesmo com a limpeza sendo impossivel (VALENTINE, 1973). A variacdo
nos movimentos e na sequéncia de limpeza prové informacao relevante para classificacdo e
filogenia (JANDER, 1966 apud BASIBUYUK & QUICKE, 1999; FARISH, 1972; VALENTINE &
GLORIOSO, 1978).

Segundo Michener (1990), os caracteres morfoldgicos capazes de resolver 0s
conflitos entre as subtribos ja foram extensivamente explorados, portanto, para resolver o
impasse filogenético em Apini, diferentes tipos de caracteres filogenéticos devem ser
utilizados. As unidades comportamentais que juntas formam o comportamento social nas
abelhas corbiculadas apresentam muitos caracteres informativos (MICHENER, 1974 apud
WCISLO, 1997), que sdo raramente utilizados em andlises filogenéticas (NOLL, 2002). De
acordo com Noll (2002), dados comportamentais sdo muito Uteis para reconstrugédo
filogenética nestas abelhas e deveriam ser usados sempre que possivel. Desta forma,
avaliamos o repertorio comportamental de auto-limpeza nessas abelhas com o propdsito de
identificar novos caracteres para a inferéncia filogenética nesse grupo e, consequentemente,

a evolucdo da eussocialidade.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Preparacdo dos espéecimes e obtencao dos caracteres

As abelhas foram obtidas por meio de coleta ativa em flores e por atracdo com isca
aromatica de cineol no Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, campus da UNESP
em Sao José do Rio Preto; na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras, campus da USP em
Ribeirdo Preto e na Serra do Japi, municipio de Jundiai. Também foram utilizadas abelhas
provenientes do meliponario da FFCLRP/USP.

Sempre que possivel foram coletados ao menos dez individuos de cada espécie. Cada
abelha foi colocada em cima da bancada, sobre uma folha de sulfite branca e com uma placa
de petri invertida sobre ela. A abelha permaneceu assim por alguns minutos sem que 0
pesquisador interferisse. Decorrido esse tempo no novo ambiente, 0 comportamento de
auto-limpeza ocorria naturalmente na maioria das vezes. Quando o comportamento néo
ocorria, algumas estratégias foram adotadas para induzi-lo: a abelha foi colocada alguns
segundos no congelador, ou foi impregnada com grafite ou foi alimentada com pequenos
pedacos de macd. Cada uma dessas estratégias pode induzir o comportamento de auto-
limpeza, a primeira por diminuir o metabolismo do animal, a segunda por suja-lo e a terceira
por alimenta-lo (é conhecida a ocorréncia de limpeza apds a alimentacao). As duas primeiras
estratégias ja foram utilizadas por Farish (1972) e Basibuyuk & Quicke (1999) e a ultima por
Jander & Jander (1978). Cada espécime foi filmado por pelo menos dez minutos.
Posteriormente, os videos foram assistidos em camera lenta, quadro a quadro, as limpezas
foram anotadas e elaborou-se um etograma contendo as unidades comportais e suas
descrigdes. Os caracteres e seus estados foram sugeridos com base nas observagdes e no
etograma elaborado.

Para a perfeita compreenséo da descri¢cdo dos caracteres fazem-se necessario alguns
esclarecimentos:

a) A bilateralidade dos individuos foi considerada, principalmente nas andlises de
sequéncias comportamentais. Portanto, para nos, € diferente dizer que a abelha limpou a
antena ipsilateral e depois limpou o olho ipsilateral e dizer que ela limpou a antena

ipsilateral e depois limpou o olho contralateral. De forma anéloga, o comportamento no qual
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o individuo limpa o olho e a antena, ambos 0s movimentos do lado esquerdo é considerado
0 mesmo no qual ele limpa o olho e a antena, ambos os movimentos do lado direito.

b) Outro esclarecimento importante relaciona-se as simbologias utilizadas na
descricdo dos caracteres: os numeros foram atribuidos de acordo com a ordem em que
foram observados, ou seja, 0s comportamentos observados primeiro tiveram os primeiros
numeros. As letras mailsculas referem-se ao local da limpeza, “L” refere-se a limpeza de
perna, “W” a limpeza de asa, “T” a limpeza de mesossoma e “A” a limpeza de metassoma. A
letra “b” minuscula foi usada para indicar quando o movimento ocorreu dos dois lados do
corpo a0 mesmo tempo.

No etograma, utilizou-se o seguinte codigo: Namero do carater na matriz filogenética
(ex. 1), cédigo do carater (ex. 1L), nome do carater (ex. limpeza das pernas posteriores) e

seguiu-se com a descricao do carater (ver etograma em 2.3.1).

2.2.2 Analise filogenética comportamental

Para compor o grupo interno das andlises comportamentais procuramos escolher
espéecies em numero representativo de cada uma das quatro subtribos, usando mais
espécies nos grupos mais diversos taxonomicamente. No entanto, tivemos de limitar a
andlise a poucas espécies, mantendo a proporcionalidade entre 0s grupos, uma vez que a
andlise comportamental requer muito mais tempo do que outros tipos de analises devido a
observa¢do quadro a quadro dos videos e a necessidade de observacdes em numero
suficiente de modo a abranger todo o repertorio comportamental das espécies sob estudo.
Dessa forma, foram utilizadas onze espécies no grupo interno e uma no grupo externo
(tabela 2.1). Essa espécie do grupo externo é uma Xylocopini comumente utilizada como
grupo externo nas investigacdes filogenéticas pertinentes a tribo Apini. Ela pertence a
mesma familia do grupo interno (Apidae), no entanto, esta alocada em outra subfamilia,
Xylocopinae.

A analise filogenética seguiu a metodologia desenvolvida por Hennig (1966) e
complementada por inUmeros avan¢os nas Ultimas décadas, sintetizada em Scotland &
Pennington (2000), Schuh (2000) e Amorim (2002). Além do critério de auséncia e presenca

de caracteres comportamentais comumente utilizados, sequéncias comportamentais
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também foram utilizadas como caracteres filogenéticos. A otimizacao dos caracteres ocorreu
por comparagdo com o grupo externo, de acordo com o proposto por Nixon & Carpenter
(1993). Na maioria dos casos, os caracteres foram tratados como néo aditivos, sendo que as
excecdes estdo devidamente identificadas.

A procura pela melhor arvore deu-se pelo método da parciménia, com adi¢do
aleatoria de taxons, utilizando-se a New Technology Search com os algoritmos Ratchet, Drift,
Tree Fusion e TBR-max. O suporte dos ramos foi acessado através da analise de bootstrap
com 1000 replicagdes, utilizando 10 buscas por replicacdo e TBR. Foi realizada busca sem
pesagem e com pesagem implicita no TNT com k=3,0000 (GOLOBOFF et al., 2008), utilizando

o Winclada (Nixon, 2002) como interface.

2.2.3 Analise filogenética combinada: Caracteres comportamentais

e moleculares

Uma vez que um numero menor de taxons foi utilizado nas anélises
comportamentais em compara¢do com as analises moleculares do capitulo anterior, tivemos
de reduzir o nimero de taxons das analises em conjunto de modo a minimizar 0s missing
data. Desta forma, todas as analises realizadas com dados comportamentais e moleculares
foram feitas utilizando-se os mesmos 12 taxons da analise comportamental. Para testar a
influéncia da combinacédo de dados comportamentais e moleculares, acrescentaram-se 0s 95
caracteres comportamentais na matriz de dados moleculares para cada fragmento
individualmente e para todos eles em conjunto, sempre utilizando os mesmos 12 taxons.
Esse procedimento foi necessario para confirmar se o cladograma encontrado utilizando
esse numero reduzido de téxons continuava sendo o mesmo daquele encontrado no
capitulo anterior com um namero maior de taxons e, assim, poder afirmar se houve ou nao
influéncia dos caracteres comportamentais apés a inclusdo desses dados.

As sequéncias foram alinhadas por meio do algoritmo Muscle implementado no
programa Mega 5 (TAMURA et al., 2011). A procura pela arvore mais parcimoniosa deu-se
por meio do programa TNT (GOLOBOFF et al., 2008), usando as configuracdo padrbes da
New Technology Search com os algoritmos Ratchet, Drift, Tree Fusion e TBR-max com adi¢éo

aleatoria de taxons. O programa Winclada 1.89 (NIXON, 2002) foi usado como interface. A
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robustez dos ramos foi acessada através de 1000 replicacbes de bootstrap, utilizando 10

buscas por replicacdo e TBR.
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2.3 RESULTADOS

A matriz completa contou com 95 caracteres (tabela 2.2), 25 relacionados a presenca
e auséncia de determinados comportamentos e 70 relacionados a diversas sequéncias
combinadas destes comportamentos. Para facilitar o entendimento dos caracteres
comportamentais, foi elaborada a figura 2.1 contendo as principais estruturas anatémicas

utilizadas nas descrigdes.

2.3.1 Lista de caracteres

2.3.1.1 Limpeza de perna

Carater 1. Limpeza das pernas posteriores — 1L: (0) ausente; (1) presente.

Descri¢do: os tarsos de ambas as pernas posteriores se esfregam, com movimentos
vai-e-vém, da porcao proximal para a distal. Abdome permanece levemente levantado.

Carater 2. Limpeza da tibia posterior — 3L: (0) ausente; (1) presente.

Descricdo: o basitarso posterior é encostado na porcdo proximal interna da tibia
posterior contralateral e desliza para baixo, limpando-a por toda a sua extensao.
Abdome acompanha o movimento da perna da limpeza, inclinando-se para cima e
retornando a posicdo de repouso conforme ela sobe e desce pela tibia. Perna média
ipsilateral a perna que é limpa pode ajudar na limpeza, esfregando a porcéo externa do
fémur ou tibia em sincronia com a perna posterior contralateral.

Carater 3. Limpeza da perna média e posteriores — 4L: (0) ausente; (1) 4L e 4L* presentes,
com 4L* s6 ocorrendo antes de 4L; (2) 4L e 4L* presentes, 4L ocorrendo de forma
independente do 4L*; (3) 4L e 4L* presentes e fundidos; carater tratado como ndo
ordenado.

Descricdo: a perna média pode ser colocada entre as duas pernas posteriores de duas
formas diferentes: a perna média se junta com a perna posterior contralateral e depois
a outra perna posterior € acrescentada ou a perna média aproxima-se da perna
posterior ipsilateral, as duas pernas posteriores sdo levantadas e colocadas uma de
cada lado da perna média, como se a abelha tivesse ‘dado um pulo’ com as pernas

posteriores. Apds a perna média estar posicionada entre as pernas posteriores, ela é
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puxada para frente e para o seu lado de origem. 4L* - uma variacdo que pode ocorrer é
as trés pernas serem colocadas embaixo do abdome, mas com a perna posterior
ipsilateral no meio, ao invés da perna média. Quando isto ocorre, € a perna posterior
gue é puxada. Geralmente o 4L* esta associado as sequéncias de limpeza envolvendo
0 4L. Por exemplo, se a perna média direita for puxada, a perna posterior direita fica
no meio e a perna média direita é imediatamente colocada ao lado daquela, que entdo
€ puxada.

Carater 4. Limpeza da perna anterior e média — 5L: (0) 5L e 5L* presentes, com 5L*

precedendo 5L; (1) 5L e 5L* presentes, com 5L* ocorrendo somente apos 5L; (2)
somente 5L presente; carater ordenado.
Descricdo: a perna anterior dirige-se para tras ao mesmo tempo em que a perna média
ipsilateral dirige-se para frente; a perna média dobra formando &ngulos agudos entre
fémur-tibia e tibia-basitarso e a perna anterior € puxada para frente, passando por
dentro do espaco formado pela perna média dobrada. Dessa forma, limpa-se a porc¢ao
externa da tibia anterior. 5L* - uma variacdo que pode ocorrer antes ou apos esta
sequéncia de movimentos € a porcao externa do basitarso médio tocar a parte interna
e proximal da tibia anterior e, a0 mesmo tempo em que a perna média desliza para
baixo, a perna anterior desliza para cima.

Carater 5. Limpeza das tibias posteriores — 7L: (0) ausente; (1) presente.

Descricdo: a perna média posiciona-se na regido medial externa da tibia posterior
ipsilateral e desliza para baixo. O movimento € muito rapido e ocorre nos dois lados do
corpo simultaneamente. As vezes, as pernas medianas quase ndo deslizam, encostam,
v80 um pouco para baixo, separam-se e encostam um pouco acima novamente,

repetindo essa movimentacao muitas vezes.

2.3.1.2 Limpeza de asa
Carater 6. Limpeza da superficie dorsal da asa posterior — 1W: (0) ausente; (1) presente
com angulacdo maxima de 45°; (2) presente com angulacdo maxima de 90° ; carater
ordenado.
Descricdo: Rotaciona a asa posterior em 90°, de modo que a asa fique na lateral do
corpo, perpendicular & superficie e com a veia costal pra baixo. A asa anterior fica

inicialmente em sua posi¢cdo de repouso, paralela a superficie, mas ao longo das
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limpezas, move-se gradualmente para o lado, continuando paralela. A perna posterior
ipsilateral, usando fémur e tibia, esfrega a asa posterior da regido proximal para a
apical. Ao mesmo tempo, rotaciona sutiimente o abdome em direcdo a asa,
movimentando-o0 em sincronia com 0s movimentos da perna. Este comportamento
pode ocorrer de duas formas: na primeira, a asa anterior aumenta gradualmente a
angulacdo, apesar de ndo separar a margem da asa do corpo, e chega a
aproximadamente 45°. Na segunda, esta angulacdo chega a 90° e a asa pode girar
ficando perpendicular a superficie com a veia costal orientada para cima.

Carater 7. Limpeza da superficie dorsal da asa anterior — 2W: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: As asas sobrepostas que estavam na posi¢cdo de repouso sdo rotacionadas
90°, de modo que figuem ao lado do corpo, perpendiculares a superficie e com a veia
costal para baixo. A perna posterior ipsilateral, usando fémur e tibia, esfrega a asa
anterior da sua metade para a regido apical. Vé-se, lateralmente, que a perna
movimenta-se amplamente, com juncdo fémur-tibia ultrapassando a regido do
propddeo. O abdome acompanha os movimentos da perna como descrito em 1W.
Assim, a superficie dorsal da asa anterior € limpa com a perna e a ventral da asa
posterior com o abdome. Os primeiros movimentos sdo amplos, como o0s descritos,
mas ap0s algumas sequéncias, que variam em ndmero, 0s movimentos tornam-se mais
curtos, com a perna limpando s6 a porcdo apical e superior da asa. Vé-se,
lateralmente, que juncdo fémur-tibia ja ndo alcanca o propddeo. As vezes, 0s primeiros
movimentos da perna ocorrem sem que as asas estejam totalmente abaixadas ao lado
do corpo. Nestes casos, parece que a propria perna ajuda a posiciona-las
gradualmente e a limpeza ocorre praticamente s6 na veia costal da asa anterior e no
proprio abdome.

Carater 8. Limpeza da superficie ventral da asa posterior — 3W: (0) limpeza somente com
asas adjacentes = 0; (2) limpeza somente com asas sobrepostas = 2; (1) ambos o0s tipos
de limpeza; carater ndo ordenado.

Descricdo: Rotaciona as asas em 90°, de modo que fiquem ao lado do corpo, com a
veia costal para cima e perpendiculares a superficie. Os movimentos da perna e
abdome sdo como os descritos em 1W. Geralmente, existe um primeiro movimento
amplo, limpando a asa da sua metade para a regido apical e os movimentos seguintes

sdo mais curtos, limpando praticamente apenas a veia costal da asa anterior. No
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primeiro movimento, a asa anterior pode ndo estar bem posicionada e neste caso
ocorrem dois movimentos longos. Por outro lado, no ultimo ou dois ultimos
movimentos, a asa pode subir sutilmente e a limpeza, apesar de ser na porcao apical
da asa, j& ndo é mais na veia, ocorrendo um pouco mais abaixo. Neste
comportamento, as asas podem estar adjacentes, com a asa anterior acima e a
posterior abaixo ou podem estar sobrepostas, com a asa anterior mais proxima ao
abdome. No primeiro caso, pernas e abdome limpam a asa posterior. Na segunda
situacdo, a perna limpa a asa posterior ventralmente enquanto o abdome limpa a asa
anterior dorsalmente.

Carater 9. Limpeza da superficie ventral da asa anterior — 4W: (0) ausente; (1) presente.
Descrigdo: rotaciona a asa anterior em 90°, de modo que ela fique na lateral do corpo,
perpendicular & superficie, com a veia costal para cima e abre a asa posterior
afastando-a do corpo, deixando-a paralela a superficie em um angulo de 30° a 90° em
relacdo ao eixo longitudinal do corpo. Os movimentos da perna e abdome s&o
similares ao descrito em 1W, com os primeiros movimentos amplos e 0s seguintes na
porcdo apical e superior da asa. Algumas vezes, no primeiro movimento, a asa anterior
ndo estd bem posicionada e a limpeza ocorre no abdome e porg¢do inferior da asa.
Outras variacGes que podem ocorrer sao a diminuicdo do angulo da asa posterior nos
ultimos movimentos e a asa anterior subir sutilmente, como se estivesse gradualmente
retornando a posicao de repouso. Assim, as Ultimas limpezas ocorrem ainda na porcao
apical, porém na parte inferior da asa.

Carater 10. Vibracdo das quatro asas — 5W: (0) presente; (1) ausente.

Descrigcdo: a abelha vibra simultaneamente as quatro asas por alguns segundos.

2.3.1.3 Limpeza de mesossoma
Carater 11. Limpeza ventral do torax — 1T: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: dobra a perna média, de modo a usar o basitarso para limpar a superficie
ventral do térax, bem embaixo da perna, faz movimentos com o basitarso esfregando
o térax de fora pra dentro e da frente pra tras, parece que coxa e trocanter da

respectiva perna também s&o limpos.
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Carater 12. Limpeza dorsal do torax — 2T: (0) limpeza ampla do térax; (1) limpeza curta do
torax.
Descricdo: encosta o basitarso médio na linha mediana dorsal do torax e desliza a
perna para frente e para lateral, podendo ou néo incluir a cabeca na limpeza. Os tarsos
podem encostar-se a porcao posterior do mesoscuto, proximo a tégula, a tibia forma
aproximadamente 90° com o eixo longitudinal do corpo e, dessa forma, limpa o térax
amplamente. Os tarsos também podem encostar-se na por¢ao anterior do mesoscuto
ou mesmo bem proximo a cabeca. Esta variacdo do movimento, apesar de limpar uma
pequena parte do térax € idéntica ao final da limpeza na sua forma mais ampla, sendo,
portanto considerada como um estado diferente do mesmo carater.

Carater 13. Limpeza lateral do térax — 3T: (0) ausente; (1) presente.
Descri¢do: arqueia a perna meédia, formando angulo de 90° entre fémur-tibia e tibia-
basitarso e movimenta a perna para frente e para baixo na lateral do térax, tibia fica
quase paralela a superficie.

Carater 14. Limpeza latero-dorsal do torax — 4T: (0) ausente; (1) presente.
Descrigdo: coloca tarsos da perna média proximo a tégula e estica a perna para frente,
esfregando essa regido latero-dorsal do térax em linha reta, pode ou ndo incluir a

cabeca.

2.3.1.4 Limpeza de metassoma

Carater 15. Limpeza da superficie dorsal do abdome — AD: (0) perna sobre abdome e sob a
asa; (1) perna sobre abdome e/ou sobre a asa.
Descricdo: a perna posterior é posicionada sobre o dorso do abdome em sua porg¢édo
média e desliza em direcdo a sua porcdo final. Essa limpeza pode ser somente no
abdome, sem envolver a asa, ficando a perna sobre o0 abdome e sob a asa ou pode
envolver a asa, ficando a perna sobre as duas estruturas.

Carater 16. Limpeza da superficie lateral do abdome usando fémur e tibia da perna
ipsilateral — AFT: (0) ausente; (1) presente, ocorrendo anteriormente a limpeza de asa;
(2) presente, ocorrendo anteriormente a limpeza de asa e também anteriormente a

limpeza de perna; carater ndo ordenado.
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Descricdo: a perna ipsilateral é posicionada na lateral do abdome em sua porcéo
antero-medial e move-se em direcdo a porcao final do abdome, esfregando o fémur e
a tibia na superficie a ser limpa, o basitarso nédo € utilizado.

Carater 17. Limpeza da superficie lateral do abdome usando tibia e basitarso da perna
ipsilateral — ATB: (0) ausente; (1) presente.
Descri¢do: A perna ipsilateral € posicionada na lateral do abdome em sua por¢do média
e move-se em direcdo a porc¢ao final do abdome, encostando somente a porcéo final

da tibia e inicial do basitarso no abdome.

2.3.1.5 Limpeza de cabeca

Carater 18. Limpeza unilateral da antena — 1H: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: perna anterior ipsilateral € posicionada entre escapo e flagelo, deixando a
antena ‘presa’ na juncgdo tibia-basitarso da perna, a perna move-se para frente e para
baixo ao longo do comprimento do flagelo. Algumas vezes, vé-se nitidamente a antena
sendo colocada no limpador de antena.

Carater 19. Limpeza bilateral da antena — 1Hb: (0) ausente; (1) simultéaneo; (2)
descompassado; carater ndo ordenado.
Descricdo: Igual ao carater anterior, executado nos dois lados do corpo ao mesmo
tempo. O movimento das pernas pode ser totalmente ou praticamente simultaneo ou
a limpeza da segunda antena pode comecar quando a limpeza da primeira antena ja
esta na metade ou quase acabando. Algumas espécies apresentaram o
comportamento das duas formas, nesses casos, o estado do carater usado foi o
predominante no total das limpezas.

Carater 20. Limpeza da mandibula — 3H mdb: (0) ausente; (1) presente.
Descri¢do: Basitarso da perna anterior ipsilateral é posicionada na base da mandibula
ou na porcao final do olho, préximo a regido malar e desliza de sua posi¢ao inicial até a
mandibula e por sobre a mesma. Dependendo da posicao inicial do basitarso, a regido
malar também é limpa. As vezes, tem-se a impressdo que nesse movimento, a tibia da
referida perna encosta e limpa a metade inferior do olho, ocorrendo a limpeza das
duas estruturas simultaneamente.

Carater 21. Limpeza da metade inferior do olho e clipeo — 3H clp: (0) ausente; (1)

presente.



52

Descricdo: Tibia e basitarso da perna anterior ipsilateral posiciona-se logo abaixo da
antena, a perna desliza da borda para a regido mediana do clipeo e de cima para baixo,
a tibia vai ficando paralela a superficie, podendo ou néo alcancgar o labro. Algumas
vezes, a perna posiciona-se mais abaixo, parecendo limpar sé o labro. Observando a
movimentacdo da tibia, da mesma forma como no comportamento anterior, parece
gue ela encosta e limpa a metade inferior do olho simultaneamente a limpeza do
clipeo.

Carater 22. Limpeza do olho todo e clipeo — 3H olho/clp: (0) ausente = 0; presente = 1.
Descricdo: tibia e basitarso da perna anterior ipsilateral € colocada acima da metade
superior do olho. A perna movimenta-se para baixo e para frente da fronte da abelha,
em direcdo ao clipeo, a tibia vai ficando inclinada e posteriormente paralela a
superficie, termina a limpeza descendo a perna pelo clipeo, podendo chegar ao labro.

Carater 23. Limpeza do olho todo — 3H olho: (0) ausente; (1) presente.

Descricdo: tibia e basitarso da perna anterior ipsilateral é posicionada acima da
metade superior do olho. O fémur encontra-se paralelo a superficie, enquanto tibia
esté perpendicular ou levemente inclinada, a tibia movimenta-se para baixo e da area
para-ocular em direcdo a gena, num movimento parecido com o de para-brisas,
limpando toda a superficie do olho.

Carater 24. Limpeza simultdnea do olho e antena — 4H: (0) comeca pela antena; (1) ambos
0s modos; (2) olho e antena ao mesmo tempo; (3) ausente; carater ndo ordenado.
Descri¢do: perna anterior de um lado do corpo € posicionada na antena ipsilateral,
realizando 1H. Simultaneamente, a perna anterior do outro lado do corpo é
posicionada no olho ipsilateral, realizando 3H, geralmente o 3H olho ou 3H olho/clp.
Algumas espécies comecam a limpeza pela antena, outras comecam o0s dois
movimentos a0 mesmo tempo, enquanto outras realizam o comportamento dos dois
modos, aparentemente sem preferéncia por comecar pelo lado da antena ou para
fazer junto.

Carater 25. Limpeza da antena predominantemente unilateral ou bilateral — 1H
predominante: (0) predominio da limpeza unilateral; (1) limpeza unilateral é de trés a
cinco vezes mais frequente que a limpeza bilateral; (2) predominio da limpeza

bilateral; carater ordenado.
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Descricao: notou-se claramente, nas diferentes espécies, uma preferéncia pela limpeza
das antenas unilateralmente ou bilateralmente. Existem espécies nas quais ocorre
predominantemente limpeza unilateral, espécies nas quais a limpeza unilateral € de
trés a cinco vezes mais frequente que a limpeza bilateral e espécies nas quais ocorre

predominantemente limpeza bilateral.

2.3.1.6 Sequéncias comportamentais

Carater 26. A dorsal/lateral: (0) sequéncia comportamental presente; (1) ausente.
Descricdo: nesta sequéncia, ocorrem varias limpezas do abdome. A primeira é
tipicamente uma limpeza dorsal (AD), geralmente sem incluir a asa. As limpezas
subsequentes sdo intermediarias, tornam-se gradualmente laterais, sendo a Ultima,
tipicamente lateral (AFT ou ATB).

Carater 27. 1W/4W/3W: (0) sequéncia comportamental fundida; (1) sequéncia
comportamental bem delimitada.
Descricdo: imediatamente ap0Os executar sequéncias 1W, a abelha gira as asas 180°, de
modo que figuem perpendiculares a superficie e com a veia costal orientada para
cima, e as limpa (4W ou 3W). Cada um destes comportamentos pode apresentar-se de
forma bem delimitada, onde se observa o inicio e o fim de cada um deles antes do
inicio do préximo ou pode apresentar-se de modo fundido, onde se observa mudanca
na posicdo das asas, mas as pernas movem-se como se estivessem executando um
unico tipo de limpeza.

Carater 28. 1W isolado: (0) auséncia de 1W executado de forma isolada; (1) 1W executado
de forma isolada, sem limpeza ventral da asa associada posteriormente.
Descricdo: a limpeza dorsal da asa posterior geralmente esta associada a sua limpeza
ventral. De modo que algumas espécies s6 apresentaram o 1W seguido de limpeza
ventral (3W e 4W) e outras o apresentaram de forma isolada.

Carater 29. 3W isolado: (0) auséncia de 3W isolado; (1) 3W executado de forma isolada,
sem 1W associado anteriormente.

Carater 30. 4W isolado: (0) 4W executado de forma isolada, sem 1W associado
anteriormente; (1) auséncia de 4W isolado.

Carater 31. 2W combinado: (0) ausente; (1) presente.
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Descricdo: imediatamente ap0s executar sequéncias 2W, gira as asas 180° de modo
que a veia costal fiqgue orientada para cima e limpa a superficie ventral da asa, por
meio de 3W ou 4W.

Carater 32. 2W/2W: ausente = 0; presente = 1.
Descricao: imediatamente ap6s executar sequéncias 2W de um lado do corpo, comega
a mesma sequéncia do lado oposto.

Carater 33. 3W/3W: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds executar sequéncias 3W de um lado do corpo, comeca
a mesma sequéncia do lado oposto.

Carater 34. 1H sozinho: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: a limpeza da antena, geralmente esta associada a outras limpezas de cabeca
e da perna anterior. Quando a limpeza da antena ocorre independente de outra
limpeza, dizemos que ocorreu 1H sozinho e, portanto, 0 comportamento sem
sequéncia esta presente.

Carater 35. 1H/5L: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: imediatamente apds limpar a antena (1H), limpa a perna anterior ipsilateral
(5L).

Carater 36. 5L/1H: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: imediatamente ap0s executar a limpeza da perna anterior (5L), limpa a
antena ipsilateral (1H).

Carater 37. 1H/3H: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apdés limpar a antena (1H), limpa o olho ipsilateral (3H),
podendo ser ele todo, s6 sua metade inferior, incluindo ou nédo clipeo e mandibula.

Carater 38. 1H/1H: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds limpar a antena de um lado do corpo (1H), limpa-a
também do lado oposto.

Carater 39. 1H/4H: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apés limpar a antena (1H), limpa novamente a mesma
antena e o olho contralateral simultaneamente (4H).

Carater 40. 1H/3Hb: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: imediatamente apds limpar a antena (1H), limpa os dois olhos

simultaneamente (3Hb).
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Carater 41. 1H/1Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apés limpar a antena unilateralmente (1H), limpa-as
bilateralmente (1Hb).

Carater 42. 3H/1H: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente ap0s qualquer tipo de limpeza de olho (3H), incluindo ou
nao clipeo e mandibula, limpa a antena ipsilateral (1H).

Carater 43. 3H/1Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds qualquer tipo de limpeza de olho (3H), incluindo ou
nao clipeo e mandibula, limpa ambas as antenas (1Hb).

Carater 44. 3H/5L: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds qualquer tipo de limpeza de olho (3H), incluindo ou
ndo clipeo e mandibula, limpa a perna anterior ipsilateral (5L).

Carater 45. 3H/3Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente ap6s qualquer tipo de limpeza de olho (3H), incluindo ou
nao clipeo e mandibula, limpa os dois olhos simultaneamente (3Hb).

Carater 46. 3Hb/1H: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apods limpar os dois olhos simultaneamente (3Hb), limpa
uma antena (1H).

Carater 47. 3Hb/1Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente ap0ds limpar os dois olhos simultaneamente (3Hb), limpa
ambas as antenas (1Hb).

Carater 48. 1Hb sozinho: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: a limpeza simultanea de ambas as antenas, geralmente estd associada a
outras limpezas de cabeca e da perna anterior. Quando a limpeza das antenas ocorre
independente de outra limpeza, dizemos que ocorreu 1Hb isoladamente e, portanto, o
comportamento sem sequéncia esta presente.

Carater 49. 1Hb/3Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente ap0s limpar as duas antenas simultaneamente (1Hb), limpa
ambos os olhos (3Hb).

Carater 50. 1Hb/3H: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente ap6s limpar as duas antenas simultaneamente (1Hb),

executa qualquer tipo de limpeza de olho (3H) em um dos olhos.
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Carater 51. 1Hb/5L: (0) ausente; (1) presente.
Descrigdo: imediatamente apos limpar as duas antenas simultaneamente (1Hb), limpa
uma das pernas anteriores (5L).

Carater 52. 5L/1Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente ap0s limpar um das pernas anteriores (5L), limpa as duas
antenas simultaneamente (1Hb).

Carater 53. 1Hb/1H: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apos limpar as duas antenas simultaneamente (1Hb), limpa
uma das antenas novamente (1H).

Carater 54. 1Hb/4H: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apos limpar as duas antenas simultaneamente (1Hb), limpa
uma das antenas novamente ao mesmo tempo que limpa o olho contralateral a esta
antena (4H).

Carater 55. 1Hb/4L: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente ap0s limpar as duas antenas simultaneamente (1Hb), limpa
a perna média e as pernas posteriores (4L).

Carater 56. 4L/1Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apés limpar as pernas posteriores e uma das pernas média
uma na outra (4L), limpa as duas antenas simultaneamente (1Hb).

Carater 57. 4H/3Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descrigdo: imediatamente apos a limpeza simultdnea da antena e do olho contralateral
(4H), limpa os dois olhos simultaneamente (3Hb).

Carater 58. 4H/3H contralateral: (0) ausente; (1) presente e limpa olho uma Unica vez;
presente e limpa olho duas vezes = 2; carater ndo ordenado.
Descricao: imediatamente apos a limpeza simultanea da antena e do olho contralateral
(4H), executa um dos tipos de limpeza no olho (3H) contralateral a antena.

Carater 59. 4H/3H: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente ap0s a limpeza simultanea da antena e do olho contralateral
(4H), executa um dos tipos de limpeza no olho (3H) ipsilateral a antena.

Carater 60. 4H/5L contralateral: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apos a limpeza simultdnea da antena e do olho contralateral

(4H), limpa a perna anterior (5L) contralateral a antena.
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Carater 61. 4H/5L: (0) ausente; (1) presente.
Descrigdo: imediatamente apos a limpeza simultdnea da antena e do olho contralateral
(4H), limpa a perna anterior (5L) ipsilateral a antena.

Carater 62. 4H/1H contralateral: (0) presente; (1) ausente.
Descricao: imediatamente apos a limpeza simultanea da antena e do olho contralateral
(4H), limpa novamente a antena (1H).

Carater 63. 4H/1Hb: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apos a limpeza simultanea da antena e do olho contralateral
(4H), limpa ambas as antenas simultaneamente (1Hb).

Carater 64. 3L/1L: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente ap0s a limpeza da tibia posterior (3L), limpa o basitarso das
pernas posteriores (1L).

Carater 65. 3L/4L: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente ap6s a limpeza da tibia posterior (3L), limpa as pernas
posteriores e a perna média (4L) ipsilateral.

Carater 66. 3L/4L contralateral: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apés a limpeza da tibia posterior (3L), limpa as pernas
posteriores e a perna meédia (4L) contralateral.

Caréater 67. 4L/3L: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apés a limpeza das pernas posteriores e da perna média
(4L), limpa a tibia (3L) ipsilateral a perna média usada no 4L.

Carater 68. 4L/3L contralateral: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apés a limpeza das pernas posteriores e da perna média
(4L), limpa a tibia (3L) contralateral a perna média usada no 4L.

Carater 69. 3L/1A: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds a limpeza da tibia posterior (3L), limpa o abdome
lateralmente (AFT ou ATB) do mesmo lado onde a tibia foi limpa.

Carater 70. 3L/1Ab: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds a limpeza da tibia posterior (3L), limpa o abdome
latero-ventralmente dos dois lados ao mesmo tempo (1Ab).

Carater 71. 5L/4L: (0) ausente; (1) presente.
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Descricdo: imediatamente ap0s a limpeza da perna anterior (5L), limpa as pernas
posteriores e a perna média (4L), usando a perna média ipsilateral ao comportamento
anterior.

Carater 72. 4L/1L: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apos a limpeza das pernas posteriores e média (4L), limpa o
basitarso das pernas posteriores (1L).

Carater 73. 4L/4L contralateral: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apos a limpeza das pernas posteriores e média (4L) de um
lado do corpo, executa-a do lado oposto.

Carater 74. 4L/1A: (0) presente; (1) ausente.
Descricao: imediatamente apés a limpeza das pernas posteriores e média (4L), limpa o
abdome lateralmente (AFT ou ATB) do lado ipsilateral & perna média.

Carater 75. 4L/1Ab: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds a limpeza das pernas posteriores e média (4L), limpa o
abdome latero-ventralmente dos dois lados ao mesmo tempo (1Ab).

Carater 76. 1L/1A: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apos limpar o basitarso das pernas posteriores, esfregando-
0s um no outro (1L), limpa o abdome lateralmente (AFT ou ATB).

Carater 77. 1L/1Ab: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apos limpar o basitarso das pernas posteriores, esfregando-
0s um no outro (1L), limpa o abdome latero-ventralmente dos dois lados ao mesmo
tempo (1Ab).

Carater 78. asa/3L: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente ap6s executar limpeza de asa de qualquer tipo (1W, 2W, 3W
ou 4W), executa a limpeza da tibia posterior (3L) que estava envolvida na limpeza da
asa.

Carater 79. 5L sozinho: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: a limpeza da perna anterior (5L) geralmente esta associada a outras
limpezas de cabeca ou de térax. Quando essa limpeza ocorre independente de outras,
dizemos que ela ocorreu sozinha e, portanto, 0 comportamento sem sequéncia esta
presente.

Carater 80. 5L/1T: (0) ausente; (1) presente.
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Descricdo: imediatamente apds limpeza da perna anterior (5L), a perna média
ipsilateral limpa o torax ventralmente (1T).

Carater 81. 1Hb/1A: (0) ausente; (1) presente.
Descrigdo: imediatamente ap0s limpeza de ambas as antenas (1Hb), ocorre a limpeza
lateral do abdome (AFT ou ATB).

Caréater 82. 1A/2W: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apés a limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB), ocorre
limpeza da superficie dorsal da asa anterior (2W) ipsilateral ao abdome que foi limpo.

Carater 83. 2W/1A: (0) presente; (1) ausente.
Descricao: imediatamente apos limpeza da superficie dorsal da asa anterior (2W),
ocorre limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB) ipsilateral a asa que foi limpa.

Carater 84. 1A/3W: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: imediatamente apés a limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB), ocorre
limpeza da superficie ventral da asa anterior (3W).

Carater 85. 3 ou 4W/1A: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: imediatamente ap0s limpeza da superficie ventral de qualquer uma das
asas (3W ou 4W), ocorre limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB) do lado ipsilateral a
asa que foi limpa.

Carater 86. 2W/1A contralateral: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: imediatamente ap0s limpeza da superficie dorsal da asa anterior (2W),
ocorre limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB) do lado contralateral a asa que foi
limpa.

Carater 87. 2W/1Ab: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apés limpeza da superficie dorsal da asa anterior (2W),
ocorre limpeza latero-ventral do abdome dos dois lados ao mesmo tempo (1Ab).

Carater 88. 3 ou 4W/1A: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds limpeza da superficie ventral de qualquer uma das
asas (3W ou 4W), ocorre limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB) do lado ipsilateral a
asa que foi limpa.

Carater 89. 5L/1A: (0) presente; (1) ausente.
Descricdo: imediatamente apds limpeza da perna anterior (5L), ocorre limpeza lateral

do abdome (AFT ou ATB) do lado ipsilateral a perna que foi limpa.
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Carater 90. 5L/1A contralateral: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds limpeza da perna anterior (5L), ocorre limpeza lateral
do abdome (AFT ou ATB) do lado contralateral a perna que foi limpa.

Carater 91. 1A/4L: (0) ausente; (1) presente.
Descricao: imediatamente apos a limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB), limpa as
pernas posteriores e média (4L), usando a perna média ipsilateral ao lado do abdome
que foi limpo.

Carater 92. 1A/4L contralateral: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apos a limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB), limpa as
pernas posteriores e media (4L), usando a perna média contralateral ao lado do
abdome que foi limpo.

Carater 93. 1A/3L: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apés a limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB), limpa a
tibia posterior (3L) que estava envolvida na limpeza do abdome.

Carater 94. 1A/1L: (0) ausente; (1) presente.
Descri¢do: imediatamente ap0s a limpeza lateral do abdome (AFT ou ATB), limpa o
basitarso das pernas posteriores (1L).

Carater 95. 1Ab/1L: (0) ausente; (1) presente.
Descricdo: imediatamente apds limpeza latero-ventral do abdome dos dois lados ao

mesmo tempo (1Ab), limpa o basitarso das pernas posteriores (1L).

2.3.2 Filogenias

2.3.2.1 Analise comportamental

Primeiramente realizamos a andlise filogenética utilizando somente os 25 caracteres
gue indicavam auséncia e presenca de comportamentos. Desses caracteres, 11 mostraram-
se ndo informativos. Encontramos duas arvores mais parcimoniosas com 38 passos, Cl = 68 e
RI = 75. O consenso estrito (figura 2.2A) mostra que ambas as espécies de Euglossina
divergiram antes das outras, mas a relacdo entre elas ndo é definida. Recuperou-se a

monofilia de Bombina com 79% de suporte, mas ndo a de Meliponina, uma vez que Apis
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esteve inserida entre os demais meliponineos. O clado formado por Bombina, Apina e
Meliponina teve 81% de suporte e o formado por Meliponina e Apina teve 78%.

Com o acréscimo das sequéncias comportamentais foi encontrada somente uma
arvore mais parcimoniosa (figura 2.2B) com 186 passos, Cl = 47 e Rl = 47. Nessa arvore, 0
posicionamento dos euglossineos foi resolvido e Meliponina mostrou-se um grupo
monofilético, sendo grupo irmdo de Apina. Portanto, a monofilia de trés das quatro
subtribos foi recuperada, embora os valores de bootstrap ndo tenham sido elevados. Nao se
pbde verificar a monofilia de Apina, uma vez que contamos com apenas um representante
dessa subtribo, devido a presenca de somente essa espécie nas Américas. De um modo
geral, os suportes foram baixos, com excec¢éo do clado formado por Apina e Meliponina que
foi 70%.

Posteriormente seguiu-se a andlise com pesagem implicita e também foi encontrada
uma Unica arvore mais parcimoniosa (figura 2.2C) com 187 passos, Cl = 47, Rl = 47. Essa
arvore foi congruente com a arvore sem pesagem na maioria dos clados, tendo diferido
somente nas relagdes filogenéticas dentro de Meliponina. Assim como na andlise anterior,
o0s suportes foram baixos, com exce¢do do clado Apina + Meliponina (66%). As duas espécies
de Frieseomelitta agruparam-se, formando um clado irméo dos outros meliponineos. Dentre
os meliponineos restantes, Plebeia foi a primeira a divergir, tendo sido seguida por

Nannotrigona, permanecendo Celetrigona e Melipona como grupos irmaos.

2.3.2.2 Andlise combinada: dados comportamentais e moleculares

A andlise dos dados comportamentais em conjunto com os moleculares apresentou
duas arvores igualmente parcimoniosas com 1768 passos, Cl = 67 e Rl = 60. No consenso
estrito (figura 2.3A) as monofilias de Bombina, Euglossina e Meliponina foram recuperadas
com 100% de suporte. Apina e Euglossina formaram um clado suportado por 83% das
pseudoreplicacBes, enquanto Bombina e Meliponina também foram tidas como mais
proximamente relacionadas com suporte de 88%. O relacionamento filogenético encontrado
com o uso desses dados foi exatamente igual, pelo menos no que diz respeito as subtribos,
ao encontrado na analise combinada desses quatro genes, apresentada no capitulo 1 (figura

1.5A), quando né&o se incluiu os caracteres comportamentais.
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A analise com todos os genes do capitulo anterior contou com 22 taxons enquanto a
andlise incluindo os caracteres comportamentais contou com apenas 12. Por esse motivo, foi
realizada outra analise utilizando somente os caracteres moleculares para esses 12 taxons,
sem levar em conta os dados comportamentais, para conferir que a topologia encontrada
ainda seria a mesma de quando se utilizou mais tdxons. Foram encontradas duas arvores
mais parcimoniosas com 1566 passos, Cl = 71 e Rl = 63. O consenso estrito (figura 2.3B) foi
amplamente resolvido, apresentando exatamente a mesma topologia de quando se utilizou
0s 22 taxons. Apina e Euglossina formaram um clado suportado por 93%, enquanto Bombina
e Meliponina também foram tidas como mais proximamente relacionadas com suporte de
96%. O suporte da monofilia das subtribos foi de 100%.

Como observado até o momento, a adicdo dos dados comportamentais aos dados
moleculares, ndo causou nenhuma alteracdo no relacionamento filogenético das subtribos.
No entanto, desejou-se explorar a influéncia desses dados nos fragmentos génicos um a um.

O gene EF-1a analisado para os 12 taxons retornou quatro arvores igualmente
parcimoniosas com 426 passos, Cl = 73 e Rl = 72, essas arvores sdo tdo diferentes que o
consenso estrito (figura 2.4A) foi pobremente resolvido, houve uma grande politomia basal
ligando Bombina, Meliponina e o clado formado por Apina + Euglossina, esse clado teve
suporte de 54%, enquanto a monofilia das subtribos foi suportada por 100%. Por outro lado,
apos a inser¢do dos dados comportamentais, obtiveram-se duas arvores mais parcimoniosas
com 621 passos, Cl = 64 e Rl = 62. Observa-se no consenso estrito (figura 2.4A) que aquela
grande politomia foi desmanchada com Bombina sendo posicionada como o primeiro clado
a divergir e que o clado formado por Apina + Euglossina foi desmanchado. As trés subtribos
continuaram a ser recuperadas com 100% de suporte.

A anédlise para os 12 taxons do fragmento 28S resultou em uma Unica arvore mais
parcimoniosa (figura 2.4B) com 179 passos, Cl = 76 e Rl = 80. A monofilia de cada subtribo foi
recuperada, tendo sido superior a 73%. Com suporte de 86%, Apina apareceu como grupo
irm&o de Euglossina, que por sua vez foram grupo irmao de Meliponina com 56% de suporte,
tendo Bombina sido a primeira das subtribos a divergir. A inser¢do dos dados
comportamentais influenciou grandemente a andlise, obteve-se novamente uma Unica
arvore mais parcimoniosa (figura 2.4B) com 448 passos, Cl = 66 e Rl = 61 e a topologia dessa
arvore foi a mesma encontrada para a analise comportamental no que se refere aos grandes

grupos, Euglossina e ndo Bombina foi o primeiro grupo a divergir e Apina foi colocado como
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grupo irméo de Meliponina. As principais diferencas ocorreram dentro do clado Meliponina,
Melipona seria o primeiro meliponineo a divergir, sendo seguido por Celetrigona, as
Frieseomelitta apareceram como grupos irmaos, o mesmo tendo ocorrido com
Nannotrigona e Plebeia, estes quatro ultimos clados estiveram mais proximamente
relacionados entre si. Os suportes de cada subtribo foram superiores a 95%.

Foi encontrada uma Unica arvore mais parcimoniosa (figura 2.4C) com 441 passos, Cl
=68 e Rl = 58 para o0 gene 16S quando se analisaram somente os 12 taxons. Essa arvore ndo
recuperou a monofilia de Euglossina, uma vez que posicionou Eulaema nigrita como mais
proximamente relacionada a Apis mellifera e ndo a Euglossa chordata. A monofilia das
outras duas subtribos foi recuperada com pelo menos 98% de suporte. Esse clado formado
por Apina e Euglossina teria sido o primeiro a divergir e Bombina apareceu como grupo
irmdo de Meliponina com suporte de 84%. Quando se inseriu 0os dados comportamentais
obtiveram-se trés arvores mais parcimoniosas com 640 passos, Cl = 61 e Rl = 51. Os dois
conjuntos de dados eram muito incongruentes entre si, de modo que a analise com ambos
resultou em um consenso estrito pobremente resolvido (figura 2.4C), os Unicos
agrupamentos formados foram o clado Bombina com 98% de suporte e o clado Meliponina
com 100% de suporte.

Encontrou-se uma Unica arvore mais parcimoniosa (figura 2.4D) com 438 passos, Cl =
65 e Rl = 50 para o fragmento do citb quando este foi analisado para os 12 taxons sem 0s
dados comportamentais. A topologia encontrada foi a mesma para a analise com 17 taxons,
Apina agrupou-se com Euglossina enquanto Bombina agrupou-se com Meliponina com
suportes de 40 e 81% respectivamente. Os clados foram recuperados com suportes
superiores a 91%. A analise dos dados comportamentais conjuntamente com o gene citb
também resultou em uma Unica arvore mais parcimoniosa (figura 2.4D) com 583 passos, Cl =
64 e RI = 48. As trés subtribos foram recuperadas com mais de 96% de suporte. Bombina
continuou como grupo irmao de Meliponina com 65% de suporte. Porém Apina deixou de
ser grupo irmao de Euglossina e passou a ser grupo irméo do clado Meliponina e Bombina

com 35% de suporte.
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2.4 DISCUSSAO

2.4.1 Filogenia comportamental

2.4.1.1 Caracteres utilizados

Utilizou-se toda a gama de comportamentos de auto-limpeza para a montagem da
matriz comportamental. Identificamos comportamentos de limpeza de todas as partes
corpéreas: cabe¢a, mesossoma, metassoma, asas, pernas e antenas. Além disso, observou-
se que algumas sequéncias de limpeza ocorriam preferencialmente ap6s outras e, assim,
também utilizamos a presenca ou a auséncia dessas sequéncias como caracteres extras.

E interessante observar que somente a presenca ou a auséncia das entidades
comportamentais (25 caracteres), sem levar em conta sua sequéncia j& foi capaz de
apresentar uma arvore com resolucéo razoavel (figura 2.2A) e, de certa forma, concordante
com as topologias propostas na literatura utilizando-se dados morfoldgicos (MICHENER,
1944; PRENTICE, 1991; ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993), comportamentais (NOLL, 2002) e
morfologicos e moleculares (CHAVARRIA & CARPENTER, 1994). Euglossina foi apontada
como a primeira subtribo a divergir e Bombina esteve mais proximamente relacionada com
o clado Apina + Meliponina. A adicdo das sequéncias comportamentais melhorou a analise
no sentido em que resolveu a politomia de Euglossina com o restante da tribo e promoveu a
monofilia de Meliponina, retirando Apis mellifera do seu interior e deixando-a como mais
proximamente relacionada a essa subtribo (figura 2.2B). A pesagem implicita modificou
somente os relacionamentos internos a Meliponina, uma vez que agrupou as duas
Frieseomelitta e posicionou Melipona mais proximamente a Celetrigona. Estas duas Ultimas
espécies sdo de fato ‘aparentemente’ mais proximas, visto que sdo oS primeiros
meliponineos a divergir dentre os que utilizamos (RASMUSSEN & CAMERON, 2009). No
entanto, isto ocorre por compartilharem caracteristicas plesiomérficas. Ao contrario dessa
analise que as colocou como espécies mais derivadas.

Varios dos caracteres comportamentais foram incongruentes entre si e, por isso,
houve varias homoplasias, 0 que levou a baixos indices de consisténcia e retencdo.

Entretanto, alguns destes caracteres talvez ndo sejam de fato homoplasticos, posto que néo
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foi possivel identificar sua presenca ou mesmo o estado correto em que se apresentam em
alguns téxons. Por exemplo, os caracteres 8 e 31 (3W e 2W combinado, respectivamente).
No carater 8, Xylocopini sempre que executa esta limpeza esta com as asas posicionadas
uma acima da outra (adjacentes); Euglossina, Bombina e trés meliponineos executam esta
limpeza somente com as asas sobrepostas, enquanto Apis e mais trés meliponineos tém a
capacidade de executar o movimento das duas formas. E possivel que todos os meliponineos
tenham a capacidade de executar o movimento das duas formas, embora tenha sido
observado o comportamento somente de um modo para trés espécies. Ja o carater 31, ndo
observado no grupo externo nem em Frieseomelitta varia, gera duvidas sobre se ele
realmente ndo ocorre ou simplesmente nédo foi registrado. Situacdo parecida ocorreu com
Varios outros caracteres, uma vez que nao ha como garantir, por mais que se amplie o
tempo de observacao, que determinado comportamento ou sequéncia comportamental nao
foi observado porque ele realmente ndo ocorre naquela espécie ou porque simplesmente
néo foi registrado mesmo ocorrendo na especie.

Vinte e sete caracteres ndo foram informativos. Os caracteres 1 (1L) e 62 (4H/1H) ndo
sdo informativos visto que surgiram uma Unica vez no ancestral comum a todo o grupo
interno e permaneceram presentes e inalterados em todos os taxons. Os caracteres 11 (1T),
35 (1H/5L), 65 (3L/4L) e 80 (5L/1T) sdo autapomorfias enquanto os outros vinte e um
caracteres apresentaram o mesmo estado em todos os taxons, inclusive no grupo externo

(figuras 2.5 e 2.6).

2.4.1.2 O clado das abelhas corbiculadas (Euglossina + Bombina + Apina +

Meliponina)

Além das sinapomorfias 1 e 62 que surgiram e se mantiveram sem alteragfes em
todos as espécies do grupo interno, ha mais 11 sinapomorfias para esse clado. Os caracteres
3 e 16 surgiram no ancestral comum a todo o grupo e sofreram alteracdes na forma como
sdo exibidos, tendo sido considerados caracteres multi-estado. O carater 16 nao foi
sinapomorfico na pesagem implicita. Os outros nove caracteres (14, 30, 31, 32, 46, 73, 74, 82
e 92) compartilharam a presenca do mesmo estado de carater no grupo interno, sendo que
houve reversao para o estado exibido pelo grupo externo em alguns taxons (figuras 2.5 e
2.6).
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Com relagdo ao carater 3 (4L) todo o grupo interno apresenta a limpeza das pernas
posteriores e média, variando apenas na forma como o executa. Nos grupos mais basais,
Euglossina e Bombina, a limpeza da perna média pode ocorrer a qualqguer momento, embora
a limpeza da perna posterior sé ocorra vinculada a limpeza da perna média; Apis nunca
limpa a perna média sem antes ter limpado a perna posterior; enquanto os meliponineos
limpam qualquer perna de forma independente. E possivel aventar que num primeiro
momento as abelhas ajustaram-se a limpar a perna média, limpando a posterior antes, até
mesmo por uma questdo da movimentacéo. E mais simples, juntar a perna média pelo lado
de fora das pernas posteriores e ao reposicionar as pernas para deixar a perna média no
meio, acabar aproveitando o movimento para limpar a perna posterior ipsilateral. Num
segundo momento, as abelhas ajustaram a perna média diretamente no meio das pernas
posteriores através de uma das duas estratégias explicadas na descricdo deste
comportamento. Parece que no clado Meliponina a evolugédo ocorreu no sentido de otimizar
esta separacao, possibilitando a execucdo de ambos os movimentos independentemente um
do outro e em Apina ocorreu no sentido oposto, praticamente fundindo-os. De fato, parece
que Apina estd executando um Unico movimento composto por estas duas partes. No
entanto, por ndo ter observado o referido comportamento no grupo externo, preferimos
tratar esse carater como néo aditivo.

O carater 16 (AFT) versa sobre a limpeza do abdome, ela esta ausente no grupo
externo e ocorre de duas maneiras no grupo interno. Nas espécies mais basais, ele s ocorre
vinculado a limpeza de asas (estado 1). Ou seja, apés limpar as asas, a abelha limpa o
abdome do mesmo lado no qual limpou a asa. Por outro lado, nas espécies mais derivadas
dentro de Meliponina, a limpeza do abdome ocorre tanto ap6s a limpeza das asas quanto
apos a limpeza das pernas (estado 2). A pesagem implicita considerou que a mudanga para o
estado 2 ocorreu no ancestral comum a Apina e Meliponina tendo este carater revertido ao
estado 1 em um meliponineo e por isso, teria deixado de ser sinapomorfia.

Além dessas sinapomorfias, a pesagem implicita considerou mais duas, os caracteres
94 (1A/1L) e 95 (1Ab/1L) (figura 2.6). Por conta da nova topologia, essas sequéncias
comportamentais teriam surgido uma Unica vez no ancestral comum e teriam sido
posteriormente perdidas em alguns ramos. Na topologia sem pesagem, essas sequéncias

teriam surgido mais de uma vez.
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Os caracteres 6, 8 e 19 ndo foram considerados sinapomorfias do grupo interno
(figura 2.5), uma vez que sdo caracteres multi-estado e o estado que surgiu no ancestral
comum das abelhas corbiculadas surgiu novamente dentro do grupo. No entanto, se
considerarmos apenas 0 surgimento do carater sem levar em conta suas variagdes, eles
também poderiam ser considerados sinapomorfias, fato que ocorreu na pesagem implicita
para os dois primeiros caracteres citados (figura 2.6). Vejamos em detalhes cada um desses
caracteres.

Quanto ao carater 6 (1W), todo o grupo interno limpa a asa posterior dorsalmente,
exibindo varia¢cdes na forma como o faz. Todos eles vao abrindo a asa anterior gradualmente
durante a limpeza. No entanto, Euglossina, Apina e alguns Meliponina ndo chegam a
desencostar a asa anterior do abdome, ja Bombina e outros Meliponina além de desencosta-
la chegam a vira-la, deixando-a perpendicular a superficie. A asa anterior sempre fica
praticamente fechada nos primeiros movimentos, mesmo dentre os individuos que a
desencostam e viram-na no fim, sugerindo que a capacidade de abri-la totalmente surgiu
como uma evolucdo do primeiro estado. Por conta desta capacidade ter aparecido em
grupos tdo diversos quanto alguns meliponineos e em Bombina, parece que de fato, a
capacidade para abrir totalmente a asa surgiu de forma independente. No entanto, o
surgimento da limpeza da asa posterior dorsalmente deu-se num evento Unico, podendo ser
considerado sinapomorfico (figura 2.5).

Ja o carater 19 (1Hb) apresenta-se sob o estado 1, com movimentos simultaneos em
Euglossina e cinco Meliponina e sob o estado 2, com movimentos comegando pela antena
nas espeécies restantes (figura 2.5). Dessa forma, o estado 1 teria surgido no ancestral de
todas as corbiculadas, teria aparecido o estado 2 e depois novamente o estado 1 no
ancestral de Meliponina.

Com carater 8 (3W) foi a mesma situacdo. A capacidade para executar a limpeza com
asas sobrepostas surgiu no ancestral comum a todo o grupo, tendo variado os individuos
onde a limpeza com as asas dispostas adjacentemente continuou ocorrendo (figura 2.5).
Euglossina, Bombina e trés meliponineos perderam a capacidade para executar a limpeza
com as asas adjacentes, enquanto Apis e outros trés meliponineos executam a limpeza das
duas formas possiveis. Portanto é como se 0 a perda da capacidade de limpar as asas

adjacentes tivesse ocorrido mais de uma vez, mas a capacidade para executar esse
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movimento com as asas sobrepostas surgiu uma unica vez, no ancestral comum ao grupo

interno.

2.4.1.3 Monofilia das subtribos

Os caracteres 24, 27 e 90 suportam o clado Euglossina (figuras 2.5 e 2.6). O carater
24 (4H) tem o estado 2 encontrado somente nestas duas espécies, sO elas executam a
limpeza de olho e antena unicamente de modo simultaneo, enquanto 0s outros taxons
podem comecar 0 movimento pela antena. O carater 27 (1W/4W/3W) diz respeito a uma
sequéncia de limpeza de asa que ocorre de forma peculiar dentro desse clado, a transicao
entre essas limpezas acontece de forma bem delimitada, percebe-se o inicio e o término de
cada uma; ja nos outros taxons, a transi¢do ndo € bem marcada. Por fim, o carater 90 (5L/1A
contralateral), referente a uma sequéncia de limpeza de pernas e abdome esta presente em
todos os individuos exceto nesse clado.

O carater 10 (5W) da suporte ao clado Bombina (figuras 2.5 e 2.6). Esse
comportamento foi encontrado em todos os taxons com excecdo das duas Bombus,
parecendo que houve uma reversdo somente nesta subtribo.

Aléem do carater 3, mais trés caracteres (25, 47 e 52) sdo sinapomorfias para
Meliponina (figuras 2.5 e 2.6). Como ja& mencionado, o estado 2 do carater 3, que diz
respeito ao comportamento 4L, ocorre de forma independente somente nos individuos
desse clado. Os caracteres 47 (3Hb/1Hb) e 52 (5L/1Hb) sdo sequéncias comportamentais que
ocorrem em todos os meliponineos analisados e somente neles. O primeiro diz respeito a
limpeza bilateral dos olhos, seguida pela limpeza bilateral das antenas e o segundo, a
limpeza da perna anterior, seguida pela limpeza bilateral das antenas. A andlise do carater
25 (1H predominante) é bastante interessante, ele identifica 0 modo como o individuo limpa
as antenas. Xylocopini e Euglossina, quase ndao usam limpeza bilateral de antena, optando
por limpar suas antenas uma a uma; no ancestral comum de Bombina, Apina e Meliponina a
limpeza bilateral comeca a ficar mais frequente, passando a ser predominante dentro de
Meliponina. Dessa forma, esse carater foi considerado ordenado e seu estado 1 surgiu no
ancestral comum a Bombina, Apina e Meliponina, tendo evoluido para o estado 2 no

ancestral comum aos meliponineos. Assim, cada um dos seus estados funciona como
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sinapomorfia para um desses clados, o estado 1 para Bombina, Apina + Meliponina e o

estado 2 para Meliponina.

2.4.1.4 O clado Bombina + Apina + Meliponina

Os caracteres 4, 25, 50, 51 e 57 suportam o clado formado por Bombina, Apina +
Meliponina (figuras 2.5 e 2.6), sendo que o carater 51 (1Hb/5L) sofreu reversdo em uma
Bombus e o 57 (4H/3Hb) em dois meliponineos. O carater 50 (1Hb/3H) surgiu no ancestral
comum ao grupo e manteve-se presente em todos os taxons. Os trés caracteres séo
sequéncias comportamentais de limpeza de cabeca observadas somente nos integrantes
desse clado.

Como mencionado no tépico anterior, o estado 1 do carater 25 também é uma
sinapomorfia para esse clado. Igualmente interessante € a analise evolutiva do carater 4
(5L), visto que nos taxons mais basais, hd dois tipos de movimento compondo o
comportamento, a abelha limpa tanto a parte externa da perna anterior quanto a interna,
mas a parte interna sempre é limpa antes da parte externa em Xylocopini e Euglossina.
Bombina, por sua vez, também executa os dois movimentos, mas a parte interna sé € limpa
apos a parte externa, j& em Meliponina e Apina a limpeza da parte interna foi totalmente
suprimida, sendo este um dos caracteres que sustentam o relacionamento Apina +
Meliponina. Foi como se durante a evolucdo do carater fosse priorizada a limpeza externa,
uma vez que basalmente a limpeza da por¢ao interna ocorre totalmente vinculada a externa.
Ja em Bombus ocorrem sequéncias de limpeza, onde também aparece a limpeza interna,
porém ocorrendo intercalada ou no final da externa e, finalmente em Meliponina e Apina a
limpeza interna ndo ocorre. Portanto, ele também foi tratado como ordenado e seu estado 1
teria surgido no ancestral comum a essas trés subtribos, tendo evoluido para o estado 2 no
ancestral comum de Apina + Meliponina, funcionando como sinapomorfia para esse clado

também (figuras 2.5 e 2.6).

2.4.1.5 O clado Apina + Meliponina

Além do carater 4, outros oito caracteres (8, 15, 24, 66, 67, 70, 91 e 93) sdo

sinapomorficos para o clado formado por Apina e Meliponina (figuras 2.5 e 2.6). O carater 8
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(3W), em seu estado 1 (limpeza ventral da asa posterior adjacente ou sobreposta) surgiu no
ancestral comum de Apina e Meliponina, tendo sido alterado para o estado 2 em trés
meliponineos, uma vez que eles perderam a capacidade de limpa-las de forma adjacente. O
carater 15 (AD) diz respeito a limpeza dorsal do abdome, nos taxons mais basais essa
limpeza era realizada somente no abdome, em Apis e nos meliponineos ela ocorre também
por cima da asa quando esta se encontra em posi¢ao de repouso. O estado 1 do carater 24
(4H) também é uma sinapomorfia para este grupo, estando presente em todos os individuos
com excec¢do de Plebeia, que ndo apresentou o comportamento em nenhum dos seus dois
modos. Bombina executa essa limpeza da mesma forma que o grupo externo, comeca pela
antena. Euglossina limpa antena e olho comegando o movimento dos dois lados do corpo ao
mesmo tempo. Enquanto Apina e Meliponina limpa das duas formas. Os caracteres 66, 67,
70, 91 e 93 (3L/4L, 4L/3L, 3L/1ADb, 1A/4L e 1A/3L, respectivamente) apresentam sequéncias
importantes de limpeza de perna, usando somente pernas ou pernas e abdome. Todas elas
passaram a existir no ancestral comum a esse grupo, tendo sido posteriormente extinguida
em pelo menos uma espécie. Pode ser também que essas sequéncias existam em todas as
espécies, mas nao tenham sido observadas em algumas. De qualquer forma, fazendo ou néo
parte do repertorio real de atividades da espécie, sdo sinapomorfias para o grupo, uma vez
que surgiram no ancestral comum a todas, podendo ou ndo ter sido perdidas
posteriormente.

Os caracteres 8 e 66 ndo foram considerados sinapomorfias na anélise de pesagem
sucessiva (figura 2.6), uma vez que na topologia apresentada por essa analise teria sido mais
parcimonioso o surgimento independente desses caracteres em diferentes espécies. No
carater 8, por exemplo, a aquisicdo da limpeza da asa de modo adjacente ocorreu
novamente em Apis e mais trés meliponineos. O oposto do ocorrido na topologia sem
pesagem, onde ela havia sido perdida em trés meliponineos. Da mesma forma que o carater
8, na nova topologia, foi mais parcimonioso atribuir 3 surgimentos independentes para a
sequéncia do carater 66, enquanto na topologia anterior, acreditou-se em uma Unica perda.
Em contrapartida, a pesagem sucessiva apontou o estado 2 do carater 16 como
sinapomorfico (figura 2.6), uma vez que somente Frieseomelitta varia o apresenta em seu
estado 1. Assim, de acordo com esta topologia houve um surgimento Unico do estado 2 com
posterior retorno ao estado 1, enquanto na topologia sem pesagem o estado 2 surgiu apds a

divergéncia desta espécie.
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2.4.1.6 Outros agrupamentos

Na pesagem implicita, duas sinapomorfias uniram as espécies de Frieseomelitta num
mesmo ramo, 77 (1L/1Ab) e 83 (2W/1A) (figura 2.6). Essas duas sequéncias
comportamentais estdo presentes em todo o grupo interno, exceto nessas duas espécies.
Outro agrupamento formado nessa andlise foi o ramo Celetrigona e Melipona, tidas como
irmas por serem as unicas espécies a apresentar a sequéncia do carater 63 (4H/1Hb) (figura
2.6).

De qualquer forma, a analise foi eficiente em apontar a topologia E,(B,(A,M)),
exatamente a mesma encontrada em outro estudo envolvendo comportamento de auto-
limpeza (NOLL & PIZARRO, 2009), véarios aspectos comportamentais (NOLL, 2002), caracteres
morfoldgicos (MICHENER, 1944; MICHENER, 1990; PRENTICE, 1991; ROIG-ALSINA &
MICHENER, 1993) e caracteres morfologicos e moleculares (CHAVARRIA & CARPENTER,
1994). De acordo com esta hipotese, a eussocialidade avancada teria surgido uma Unica vez,

no ancestral comum de Meliponina e Apina.

2.4.2 Analise combinada: Caracteres comportamentais e

moleculares

A topologia encontrada na analise combinada foi a mesma encontrada somente com
os dados moleculares e os valores de suporte mantiveram-se parecidos nos clados onde
ambas as topologias concordavam. No entanto, nos ramos onde as topologias discordaram
houve grande queda no valor de suporte. O ramo que sustenta Apina e Euglossina diminuiu
10%, o que sustenta Bombina e Meliponina caiu 8%. A maior queda foi no ramo que
sustenta as Frieseomelitta, Plebeia e Nannotrigona, deixando Melipona e Celetrigona mais
basais, 0 suporte diminuiu 22% (figura 2.3).

A inclusdo dos dados comportamentais na matriz molecular praticamente néo
interferiu no resultado obtido quando se utilizaram todos os dados moleculares. Por outro
lado, quando se analisa fragmento a fragmento, nota-se que os dados comportamentais sao

muito mais influentes (figuras 2.3 e 2.4). Por exemplo, no gene EF-1a, apds a insergdo dos
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dados comportamentais, a grande politomia basal e o clado formado por Apina e Euglossina
foram desfeitos, uma vez que ndo sdo sustentados nas andlises comportamentais (figura
2.4A). Ja, a topologia para o fragmento 28S foi um misto dos resultados comportamentais e
moleculares. Prevaleceu o relacionamento da andlise comportamental nas subtribos:
Euglossina e ndo Bombina foi o primeiro grupo a divergir e Apina foi colocado como grupo
irméo de Meliponina (figura 2.4B). Entretanto, dentro de Meliponina prevaleceu o resultado
molecular: as Frieseomelitta agruparam-se, mas ao contrario da filogenia comportamental,
como espécies mais derivadas, além disso, Celetrigona e Melipona foram para a base do
clado Meliponina, relacionamentos mais parecidos com os atualmente aceitos (RASMUSSEN
& CAMERON, 2009) (figura 2.4B). O fragmento 16S que estava quase completamente
resolvido, tendo agrupado Meliponina com Bombina e Apina com Euglossina (embora
Euglossina ndo tenha permanecido monofilética), ficou quase que completamente
politbmico com a insercdo dos dados comportamentais, mantiveram-se somente as
monofilias de Bombina e Meliponina, ramos comuns nas duas andlises (figura 2.4C). O citb,
por sua vez, manteve o clado Bombina e Meliponina, mas ndo suportou o clado Apina e
Euglossina, tenho trazido Apina para perto do ramo Bombina e Meliponina, posicionando
Euglossina como mais basal (figura 2.4D).

Apesar da enorme diferenca no nimero de caracteres, ndo ha motivos para excluir
um conjunto de dados. 95 caracteres € pouco mais de um quinto dos dados moleculares
para o fragmento citb e pouco mais de um oitavo para o fragmento EF-1a e mesmo assim,
notamos sua interferéncia formando e desmanchando clados que seus dados suportam ou
ndo. E claro que quando se redne todos os dados moleculares, a diferenca numérica (um
vinte e oito avos) dilui o efeito discordante dos dados comportamentais, que passam a ser

homopléasticos na topologia dos dados moleculares.

2.4.2.1 Otimizacédo dos caracteres comportamentais na analise de evidéncia

total

Sabemos que a topologia apresentada para a anélise com dados moleculares e
comportamentais ndo € a mais parcimoniosa para se explicar a evolu¢do dos caracteres
comportamentais. A topologia da andlise de evidéncia total apresenta 201 passos para

explicar os caracteres comportamentais enquanto a comportamental utiliza 187 passos. No
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entanto, gostariamos de saber como o0s dados comportamentais se otimizam nessa
topologia e para isso elaboramos a figura 2.7. Os caracteres que suportam o grupo interno,
assim como 0s que suportam as subtribos sdo essencialmente 0s mesmos, 0 interesse
voltou-se para aqueles caracteres que sustentam o0s ramos inexistentes na analise
comportamental.

Né&o ha sinapomorfia comportamental inequivoca para o clado formado por Apina e
Euglossina, os caracteres 38 (1H/1H) e 59 (4H/3H) que estdo na base deste clado surgiram
diversas vezes ao longo da historia evolutiva do grupo, tanto em Apina e Euglossina, quanto
em Bombina e também em Meliponina (figura 2.7). Se otimizarmos esses caracteres no
modo acctran, ambos deixam de aparecer neste ramo e aparecem no ancestral comum a
todas as corbiculadas.

Um Unico carater aparece como sinapomorfia inequivoca do ramo formado por
Bombina e Meliponina, o carater 28 (1W isolado) (figura 2.7). De acordo com esta topologia,
ele teria surgido no ancestral comum a Bombina e Meliponina, tendo sido perdido
posteriormente em trés espécies de meliponineos. Ja na topologia da arvore
comportamental, o carater teria surgido duas vezes, uma no ancestral comum aos
bombineos e outra no ancestral comum desses trés meliponineos. O carater 6 (1W) pode ser
considerado como sinapomorfia dependendo da sua otimizacéo (figura 2.7), ele esta ausente
somente no grupo externo, ocorrendo de duas formas diferentes no grupo interno. Os
bombineos so6 realizam-no no estado 2 e os meliponineos variam, algumas espécies realizam
0 estado 1 e outras, o estado 2. Segundo a otimizagdo deltran, o estado 2 teria surgido no
ancestral comum a este clado e teria retornado ao estado 1 em alguns meliponineos. Ja na
otimizacdo acctran, o estado 2 teria evoluido a partir do estado 1 duas vezes, uma no
ancestral comum a este clado e outra no ancestral comum as Frieseomelitta. Como ja foi
discutido anteriormente, acreditamos que a capacidade para limpar a asa no estado 1 tenha
surgido no ancestral comum ao grupo todo e que a abertura da asa tenha aumentado de 45°
para 90° mais de uma vez e de forma independente dentro do grupo, posicdo que nédo
permite ao carater ser tratado como sinapomorfia.

Os caracteres 57, 60 e 95 podem ou ndo aparecer na base desse ramo que agrupa
Bombina e Meliponina dependendo da otimizacédo (figura 2.7). Pode-se considerar que o
comportamento descrito pelo carater 60 (4H/5L contralateral) tenha surgido na base do

grupo e depois tenha sido perdido em uma Bombus e um meliponineo ou que tenha surgido
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de formas independentes em uma Bombus e no ancestral comum a Meliponina tendo sido
perdido em uma espécie. De qualquer forma, por estar presente em um euglossineo, ndo é
sinapomorfico. Por outro lado, os caracteres 57 (4H/3Hb) e 95 (1Ab/1L) poderiam ter
surgido no ancestral comum as corbiculadas, tendo sido perdido em alguns ramos ou ter
surgido de formas independentes no ancestral a Bombina + Meliponina e também em Apina
no caso do carater 57 e em Euglossina no caso do carater 95. Todas as possibilidades sao
igualmente parcimoniosas. Como 0s caracteres sdo sequéncias comportamentais e cada
componente da sequéncia estd presente em todas corbiculadas, nos parece igualmente
provavel o seu aparecimento ou a sua extingdo. No entanto, como sabemos que a sequéncia
pode existir mesmo nos taxons onde ndo foi presenciado e que ela esta presente em
organismos tédo diferentes taxonomicamente, aventamos que 0 mais provavel seria o seu
surgimento no ancestral comum as abelhas corbiculadas.

A interpretacdo da evolugdo de alguns caracteres na filogenia molecular deve ser
alterada, principalmente em relagdo aos 25 primeiros que dizem respeito a presencga de
determinados comportamentos e a forma como ocorrem. O carater 2 (3L) era explicado por
dois surgimentos independentes e uma perda, surgimento em Eulaema e no ancestral
comum a Apis e Meliponina (figuras 2.5 e 2.6) e uma perda em Plebeia. Na nova topologia
sS40 necessarios 4 passos, um surgimento Gnico, no ancestral comum ao grupo interno e 3
perdas posteriores (figura 2.7).

Nao ha alteragdes quanto a evolucdo do carater 3 (4L) independentemente da
topologia adotada, uma vez que o estado 1 surge no ancestral comum as corbiculadas e
segue caminhos opostos no ramo que leva & Apina e no ramo que leva a Meliponina (figuras
2.5, 2.6 e 2.7). A evolucdo do carater 6 (1W) também ocorre de forma igual em ambas as
topologias, o estado 2 surge mais de uma vez a partir do 1 e o estado 1 regressa a partir do
2. Mesma situacdo ocorre para o carater 8 (3W), o comportamento surge no ancestral
comum ao grupo externo e altera a forma de exibi¢do varias vezes dentro do grupo.

Por outro lado, a evolucdo do carater 4 (5L) € mais dificil de ser explicada na nova
topologia. O estado 1 teria surgido no ancestral comum de Bombina e o estado 2 teria
surgido de formas independentes diretamente do estado 0, no ancestral comum a Apis e
Meliponina (Figura 2.7). Ou seja, todos teriam perdido a capacidade de executar a limpeza
interna, a perda foi parcial em Bombina e total nas outras duas, todas essas mudangas

teriam ocorrido independentemente uma da outra, exigindo trés passos. Na mudanca do
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estado 0 para o 1 ocorre subordinacdo de um dos componentes do comportamento e do
estado O para o 2 ocorre a perda desse mesmo componente do comportamento e esta
perda pode perfeitamente ter ocorrido de forma independente nos dois clados. Por outro
lado, caso se tratasse da aquisicdo de um novo componente, seria muito improvavel que os
dois tivessem surgido independentemente. No entanto, na topologia obtida pela analise
comportamental, todas as transformac6es neste carater ocorreram com apenas dois passos,
enquanto na nova topologia trés foram necessarios. A medida que mais passos s&o
necessarios para a explicacdo dos caracteres, menos parcimoniosa e, consequentemente,
menos provavel as transformacoes se tornam.

O carater 15 (AD) ocorre em todos os individuos analisados, porém mais basalmente
a limpeza € s6 no abdome, enquanto nos mais derivados ela pode ocorrer também na asa.
Na topologia apresentadas pelos dados comportamentais foram necessarios dois passos
para explica-la, um surgimento da limpeza na asa no ancestral comum a Apis e Meliponina e
uma perda em Melipona (figura 2.5 e 2.6). Cabe ressaltar que a limpeza na asa néo foi
observada em Melipona, mas mesmo assim poderia ser que em um numero maior de
observacbes, esse comportamento se confirmasse. De qualquer modo, na hipGtese
combinada é assumido que a limpeza na asa a partir da do abdome teria surgido duas vezes
independentemente em Apis e no ancestral comum a Meliponina. Por ultimo, o carater 25
(1H predominante). Consonante com a topologia comportamental, a preferéncia para a
limpeza teria comecado a se intensificar no ancestral comum a Bombina, Apina e
Meliponina, tendo sido predominante de fato, no ancestral comum a Meliponina, essa
hipdtese evolutiva para o comportamento sugere 2 passos (figura 2.5 e 2.6). A topologia da
hipétese combinada assume que a preferéncia para a limpeza bilateral estava presente no
ancestral comum a todas as corbiculadas tendo sido de fato predominante nos meliponineos
e regredido a predominancia da limpeza unilateral, assim como é no grupo externo nos
euglossineos, exigindo para isso 3 passos (figura 2.7).

Ap0s essa intensa discussao a respeito da evolucdo dos caracteres comportamentais,
podemos concluir que embora menos parcimoniosa, a topologia da hipotese combinada néo
invalida a evolucao dos caracteres comportamentais da forma como 0s propusemos, apenas
admite passos a mais. No entanto, 0 numero de passos extras para explicar a evolucdo
comportamental na topologia da hip6tese combinada € menor do que o nimero de passos

extras para explicar a evolucdo molecular na topologia comportamental.
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Sendo assim, a melhor topologia encontrada neste trabalho para explicar nossos
dados comportamentais € aquela que agrupa Apina com Meliponina e estabelece que
Euglossina foi o primeiro grupo a divergir. Quando os dados sdo tomados em conjunto, o
relacionamento filogenético proposto pelos dados moleculares predomina, indicando que a
eussocialidade, no seu modo primitivo, estava presente no ancestral comum as corbiculadas
e a eussocialidade completa surgiu duas vezes de formas independes no ancestral comum a
Meliponina e no ancestral comum a Apina. Deste modo, as espécies dentro de Euglossina

teriam sofrido diferentes niveis de reversao.



2.5 TABELAS E FIGURAS

Tabela 2.1. Lista das espécies utilizadas na analise comportamental.

Grupo externo Euglossina
Xylocopinae: Xylocopini: Eulaema nigrita
Xylocopa (cfr. Neoxylocopa) Euglossa chordata
Meliponina
Grupo interno Celetrigona longicornis
Apinae: Apini: Frieseomelitta languida
Apina Frieseomelitta varia
Apis mellifera Melipona scutellaris
Bombina Nannotrigona testaceicornis
Bombus brasiliensis Plebeia droryana
Bombus pauloensis

Tabela 2.2. Matriz completa de caracteres comportamentais utilizados na andlise filogenética.
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Figura 2.1. Fémea de Thygater analis (Eucerini), vista lateral, pilosidade omitida. A superficie da asa visualizada é a ventral, pois é a que fica voltada
para baixo quando as asas estdo em posicéo de repouso. Modificado de Silveira et al., 2002.



A) 25 caracteres comportamentais B) 95 caracteres comportamentais sem pesagem  C) 95 caracteres comportamentais com pesagem

Figura 2.2. Andlise filogenética comportamental retratando a evolugéo das abelhas corbiculadas. A) Consenso estrito das duas arvores igualmente
parcimoniosas encontradas, utilizando somente os 25 caracteres que indicam auséncia e presenca de comportamentos, L = 38, Cl = 68 e Rl = 75. B)
Arvore mais parcimoniosa encontrada utilizando todos os 95 caracteres que incluiam sequéncias comportamentais sem pesagem, L = 186, Cl = 47 e Rl
= 47. C) Arvore mais parcimoniosa encontrada obtida por meio de pesagem implicita, utilizando todos os 95 caracteres, L = 187, Cl = 47 e RI = 47.
Numeros nos ramos séo valores de bootstrap em 1000 replicacdes. L = comprimento da arvore, Cl = indice de consisténcia, Rl = indice de retencéo.
Cadigo de cores: rosa = Meliponina, amarelo = Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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A) Caracteres moleculares e comportamentais B) Caracteres moleculares

Figura 2.3. Cladogramas retratando o relacionamento filogenético das abelhas corbiculadas. A) Consenso estrito das duas arvores igualmente
parcimoniosas obtidas utilizando caracteres comportamentais e moleculares, L = 1768, Cl = 67 e Rl = 60. B) Consenso estrito das duas arvores
igualmente parcimoniosas encontradas utilizando somente os dados moleculares dos quatro genes, L = 1566, Cl = 71, Rl = 63. NOmeros nos ramos sdo
valores de bootstrap em 1000 replicagdes. L = comprimento da arvore, Cl = indice de consisténcia, Rl = indice de retenc&o. Codigo de cores: rosa =
Meliponina, amarelo = Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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A) B)

Figura 2.4. Cladogramas retratando o posicionamento filogenético das abelhas corbiculadas. A esquerda cladogramas estritamente moleculares, a
direita cladogramas obtidos por meio de caracteres moleculares e comportamentais. A) Consenso estrito das arvores obtidas para o gene EF-1lalfa,
=426, CI=73 e RI=72; L=621, CI=64 e RI=62, respectivamente. B) Arvores mais parcimoniosas obtidas para o gene 28S, L=179, CI=76 e RI=80; L=448,
CI=66 e RI=61, respectivamente. C) Arvore mais parcimoniosa L=441, CI=68, RI=58 e consenso estrito L=640, CI=61 e RI=51 obtidos para o gene 16S. D)
Arvores mais parcimoniosas obtidas para o gene citb, L=438, CI=65 e RI=50; L=583, CI=64 e RI=48. Nimeros nos ramos sio valores de bootstrap em
1000 replicacdes. L = comprimento da arvore, Cl = indice de consisténcia, Rl = indice de retencdo. Codigo de cores: rosa = Meliponina, amarelo =
Bombina, verde = Euglossina. Apis mellifera = Apina.
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Figura 2.5. Filogenia comportamental das abelhas corbiculadas. Analise de parcimdnia sem pesagem, 95 caracteres, L = 186, Cl = 47 e Rl = 47. Mesma
arvore apresentada na figura 2.2B. NUmeros acima e abaixo dos ramos sdo 0s caracteres e seus respectivos estados (tabela 2.2). Circulos preenchidos
representam sinapomorfias incontestaveis e circulos abertos representam homoplasias.
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Figura 2.6. Filogenia comportamental das abelhas corbiculadas. Analise de parcimdnia com pesagem, 95 caracteres, L = 187, Cl = 47 e Rl = 47. Mesma
arvore apresentada na figura 2.2C. NUmeros acima e abaixo dos ramos sdo 0s caracteres e seus respectivos estados (tabela 2.2). Circulos preenchidos
representam sinapomorfias incontestaveis e circulos abertos representam homoplasias.
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Figura 2.7. Filogenia comportamental e molecular das abelhas corbiculadas. Analise de parcimdnia sem pesagem, 2817 caracteres, L = 1768, Cl = 67 e
Rl = 60. Mesma arvore apresentada na figura 2.3A. NUmeros acima e abaixo dos ramos s&o 0s caracteres comportamentais e seus respectivos estados
(tabela 2.2). Circulos preenchidos representam sinapomorfias incontestaveis e circulos abertos representam homoplasias.
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Considerac0es finais

A melhor topologia encontrada neste trabalho para explicar nossos dados
comportamentais € aquela que agrupa Apina com Meliponina e estabelece que Euglossina
foi o primeiro grupo a divergir. Esta hipotese indica que a eussocialidade avancada foi
herdada a partir de um ancestral comum em Apina e Meliponina, tendo surgido a partir da
eussocialidade primitiva presente em Bombus. Enquanto a topologia que melhor explica
nossos dados moleculares é aquela que agrupa Bombina com Meliponina e Apina com
Euglossina, embora esse ultimo seja menos suportado. Esses dois conjuntos de dados
apontam caminhos totalmente diferentes para a evolugcdo das abelhas corbiculadas e
consequentemente para o surgimento da eussocialidade.

Quando analisados conjuntamente, o relacionamento filogenético proposto pelos
dados moleculares predomina, indicando que a eussocialidade, no seu modo primitivo,
estava presente no ancestral comum as corbiculadas e a eussocialidade completa surgiu
duas vezes de formas independes no ancestral comum & Meliponina e no ancestral comum a
Apina. Tendo as espécies dentro de Euglossina sofrido diferentes niveis de reversao.

Noll (2002) analisou uma série de comportamentos que constituem a socialidade. Ao
invés de usar somente o carater socialidade dividido em trés estados: primitivamente social
(Bombina), altamente social (Apina e Meliponina) e solitaria ou comunal (Euglossina), ele
utilizou 42 caracteres que dizem respeito a vida na colénia, como por exemplo, estoque de
alimento, reproducdo de operéarias, interagdes fémea-fémea, constru¢do do ninho,
forrageio, etc. Tendo encontrado exatamente o mesmo relacionamento filogenético
proposto pela maioria dos trabalhos que usaram morfologia.

Alguns podem argumentar que utilizar caracteres relacionados a vida social gere um
viés que leve ao agrupamento de Meliponina e Apina, ja que as duas sdo eussociais e
convergentemente podem ter apresentado as mesmas respostas aos problemas decorrentes
da vida eussocial. Assim, teriam apresentado estados de carater semelhantes que levaram
ao seu agrupamento devido a convergéncia ao invés de simplesmente terem compartilhado
um ancestral em comum. No entanto, ao se desmembrar o carater socialidade em 42

caracteres, vé-se que ndo seria simplesmente uma pequena caracteristica a convergir e sim
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varias, algumas das quais evoluiram de forma independente em varios caracteres (NOLL,
2002).

Em contrapartida, ndo se pode dizer 0 mesmo a respeito dos caracteres
comportamentais de auto-limpeza. Nao ha motivos para acreditar que esse comportamento
sofra alguma influéncia do modo de vida da espécie. Os movimentos elementares de
limpeza sdo tracados desde os traqueados primitivos através da linhagem de descendentes
até as abelhas adultas (JANDER, 1976) por meio dos principios metodologicos de homologia
e analogia desenvolvidos por Remane (1956 apud JANDER, 1976) e Hennig (1966). Noll &
Pizarro (2009) em um trabalho completamente independente deste, avaliaram o
comportamento de auto-limpeza de alguns téxons e chegaram exatamente a mesma
proposto filogenética que nos.

E no minimo intrigante o fato de dados comportamentais de um modo geral (NOLL,
2002; NOLL & PIZARRO, 2009), dados morfolégicos (MICHENER, 1944, 1990; PRENTICE,
1991; ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993; CARDINAL & PACKER, 2007) e dados paleontolégicos
(SCHULTZ et al., 2001) sugerirem uma hipotese evolutiva e dados moleculares (CAMERON,
1991, 1993; SHEPPARD & MCPHERON, 1991; KOULIANOS et al.,, 1999; MARDULYN &
CAMERON, 1999; CAMERON & MARDULYN, 2001; KAWAKITA et al., 2008; CARDINAL et al.,
2010) sugerirem outra completamente diferente. Ainda, quatro géneros fdsseis
recentemente descritos de abelhas corbiculadas, representando pelo menos 13 novas
especies, possuem caracteres morfologicos intermediarios entre Bombina e as abelhas
altamente eussociais Meliponina e Apina (SCHULTZ et al., 2001). Além disso, quatro novos
géneros representando 11 novas espécies fosseis possuem combinacdes de caracteres
morfoldgicos intermediarios entre Apina e Meliponina (SCHULTZ et al., 2001).

Toda essa problemaética nos remete a uma série de questionamentos. Serd que a
amostragem no caso das analises moleculares ndo tem produzido algum viés? Sabemos que
nem sempre a evolu¢do do gene reflete a evolucao da espécie. Serd que a evolugdo génica
ndo foi especialmente problematica nesse grupo de abelhas, pelo menos a dos genes
utilizados? Um exemplo claro de posicionamento ambiguo nesse grupo da-se em Apina e
Euglossina. Cada fragmento génico o resolve de um modo e com suporte relativamente alto.
Ainda ha o problema dos grupos externos, que pareceu influenciar bastante a topologia.
Conclusdes baseadas em poucos grupos externos pode ndo ser confidveis e demonstram a

importancia de uma amostragem adequada de abelhas ndo corbiculadas (SCHULTZ et al.,
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2001). Ou seréa que toda a evolucao morfologica e comportamental foi de fato convergente?

ISso parece ser pouco provavel.
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