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“...0 viajante comoveu-se de pena da pequena raca humana, na qual percebeu
contrastes tdo espantosos.

- Ja que vocés pertencem ao pequeno grupo dos satiese ele a esses senhores
gue aparentemente ndo matam ninguém por dinheiro, digam-me por favor o que fazem.

- Nés dissecamos moscadisse o filésofo -, medimos linhas, juntamos nameros; nos
concordamos acerca de dois ou trés pontos que entendemos e brigamos por dois ou trés

’

mil que ndo entendemos...’

Voltaire (1752). Micromegas: uma historia filosofica.
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RESUMO

WERNECK. Hugo de Azevedo. D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, novembro
2016. Sistematica Molecular e Evolucdo do claddlebeia: andlises baseadas em
filogenia e datacdo molecular da tribo Meliponini.Orientador: Lucio Antonio de
Oliveira Campos. Coorientadores: Gabriel Augusto Rodrigues de Melo e Helder Ca
Resende.

As abelhas sem ferrdo sdo importantes polinizadores dos ecossistemasarreia.
Atualmente, possuem distribuicdo pantropical com registros em alguegades
subtropicais. Registros fésseis sugerem que Meliponini tenha ocupado @ss regi
Neértica, no final do Cretaceo, e Paleartica durante o Paleogenameadmideogeno. O
inicio da diversificacdo de Meliponini ainda € controverso, embora estudo®iEs
tenham estimado para o final do Cretaceo superior. O clado Plebeia é copglost
géneros Plebeia, Lestrimelitea Friesella. Estudos baseados em morfologia sempre
consideraram Plebeia como um género monofilético. No entanto, filogeneeslass
em sequéncias de DNA tém considerado Plebeia como polifil@eodo assim, a
presente tese teve como objetivo utilizar um amplo conjunto de dadosutads
oriundo de sequéncias parciais de genes nucleares e mitocondriaigjeadstudar a
filogenia de Meliponini com énfase no clado Plebeia, para que dessa flugsean
realizadas inferéncias a respeito da evolugdo dessas abelhasgmeespatempo. No
Capitulo 1 nés testamos a monofilia de Plebeia a partir de uma &logénia da tribo
Meliponini baseada em genes nucleares (&FArgK, Opsin e 28S) ¢ mitocondriais
(CytB e 16S). Nossa amostragem abrange todas as regides de ocorrépizbeike.
Nés sequenciamos 76 terminais, incluindo 27 das 40 espécies descatddlgimia,
cinco espécies de Lestrimelitta e cinco amostras de locaiddiftrentes do género
monotipico Friesella. O conjunto de dados concatenado é composto por 4.51@epare
bases. Nossos resultados reforgcam a polifilia de Plebeia e a neodefllestrimelittee
Friesella. Foi possivel reconhecer dois clados de Plebeial)(lain Lestrimelittae
Friesella entre eles (Plebeia I, (Friesella, (Letlitta + Plebeia II))). As implicac6es
dos nossos resultados para classificacdo do grupo aqui estudado foram digeotidas.
fim, foram feitos comentarios sobre 0s grupos e as espécies de Phab&apitulo 2,
nds utilizamos uma ampla filogenia da tribo Meliponini com datagbeeculales
utilizando fésseis como pontos de calibracdo, o que permitiu inferir sobreim dai
histéria evolutiva de toda a tribo, além de reconstruir a histériadmof@feca do clado
Plebeia. Nossos resultados apontam a América do Sul como centro de daigem
abelhas sem ferrdo durante o Maastrichtiano no final do Cretaceo (ca 70 dMagloO
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Plebeia se originou na sub-regido Paranaense durante o Oligoceno (cg 28nMas
primeiras dispersdes para a AmazoOnia e México durante o inicio do Mioceno, e
posteriores dispersdes para a Amazoénia, sub-regido Chaquenha, Dominidido ®aci
Mesoamericano durante o Tortoniano (ca 10 Ma). E, por fim, nossos dados também
sugerem gue elementos da fauna sul-americana de Meliponini se de&spedsaregido
Neotropical para a Neartica muito antes das datas estimadas para o feglznismo

do Panama4, o que reforca a hip6tese de rotas transoceanicas do inicio do Mioceno.



ABSTRACT

WERNECK. Hugo de Azevedo. D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, Nevem
2016. Molecular Systematics and Evolution of Plebeia clade: analysisabed on
phylogeny and molecular dating of the Meliponini tribe.Advisor: Lucio Antonio de
Oliveira Campos. Co-advisors: Gabriel Augusto Rodrigues de Melo amtrHganto
Resende.

Stingless bees are important pollinators in tropical ecosystems. drgegurrently
pantropical distributed, being also registered in some subtropical redtossils
records suggest that Meliponini have inhabited Neartic region in the endtaté&res,

and Paleartic region during Paleogene and the beginning of Neogenearfihg point

of its diversification is still controversial, though previous studieg hestimated it to

the end of upper Cretaceous. Plebeia clade is composed of the genera, Plebei
Lestrimelitta and Friesella. Studies based on morphology haveysale@nsidered
Plebeia as a monophyletic genus. Phylogenies based on DNA sequences have, however,
considered Plebeia as polyphyletic. Thus, the aim of this thesitowse a wide set of
molecular data from partial sequences of nuclear and mitochondrial gerstsdy
Meliponini’s phylogeny focusing on Plebeia clade, enabling inferences on their
evolution through space and time. On Chapter 1, we tested the monophylyeiaPle
based on a broad phylogeny of Meliponini tribe set from nuclear EPRrgK, Opsin

and 28S) and mitochondrial (CytB and 16S) genes. Our data set compriseal reg
where Plebeia can be found We have sequenced 76 terminals, includiog2iie 40
species described for Plebeia, five species of Lestrimelittafia@dsamples of the
monotypic genus Friesella from different locations. The concatenatedsdhtes
composed of 4112 base pairs. Our results support the polyphyly of Plebeineand t
monophyly of Lestrimelitta and Friesella. It was possible tmgaize two clades of
Plebeia (I and Il), with Lestrimelitta and Friesella among tl{Etebeia I, (Friesella
(Lestrimelitta+ Plebeia II))). We have also discussed the implications of our results
towards a classification of the group. On Chapter 2, we use a broad phyloigeny
Meliponini tribe with molecular dating, and/with fossils as catibpoints, enabling
inferences on the beginning of its evolutionary history. It was also hj@ssd
reconstruct the biogeographical history of Plebeia clade. Our resuljessugouth
America as the center of origin of stingless bees during the Ménistnidn upper
Cretaceous~(70 Ma). Plebeia clade has its origins in the Paranaense sub-region during

the Oligocene (~28 Ma), with its first dispersions to the Amazon sub-region and Mexico



during the Miocene. The posterior dispersions wereto the Chacoan sub-regiba, Pac
and the Msoamerican Dominion during the Tortonian (~10 Ma). Finally, our data also
suggest that elements from the South-American fauna of Melipome tispersed
from the Neotropical region to the Neartic long before the estimaitiedta the closing

of Isthmus of Panama, endorsing the hyphothesis of transoceanic routesyin earl

Miocene.



INTRODUCAO GERAL

Todo conhecimento sobre a biodiversidade € importante nas tomadas ée decis
gue buscam a conservacdo das espécies. Para tanto, métodos para &@eE®nstruc
filogenéticas que utilizam dados morfologicos, moleculares ou comportasneéi
sido utilizados como ferramentas para a biologia da conservacao ein deiv
populacfes, delimitacdo de espécies, sistematica e taxonomitaifSatcal. 2005;
Lecocq et al. 2015; Schachat et al. 2016). Além disso, conhecer como & tsiodide
estd organizada e como ela surgiu € de extrema importancia, ungue/eassim
podemos entender os processos que influenciaram os padrbes atuais, alémir de infe
como alteragbes no ambiente podem atuar sobre 0s processos evolutivissetPalr
2005). Consequentemente, estudos filogenéticos baseados em dados moleculares,
auxiliam na definicdo das iniciativas para a conservacao da biodiversidade.

A presente tese tem como ponto central o estudo das relacbesvasondi
clado Plebeia (sensu Melo 2016) com énfase no género Plebeia Schwarz, 1938
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini), a partir de métodos de reconstrucao filimgeaé
datacdo molecular, utilizando-se sequencias parciais de genemesi€lenitocondriais.

Essas abelhas exibem grande diversidade de caracteristicas ch®logi
comportamentais. Como resultado, ha décadas inUmeras perguntas sobre sua biologia e
comportamento vem sendo feitas (Benthem et al. 1995; Drumond et al. 2000¢é&lofste
& Sommeijer 2005; Roubik 2006; Hilario et al. 2012). Além disso, o0 pequemnta

dos individuos de algumas espécies e a distribuicdo do género por td@@a regi
Neotropical, inclusive com ampla distribuicdo de algumas espéoias, por exemplo,

P. droryana (Friese, 1900), também sao caracteristicas que mottualmsesobre sua
diversidade genética (Francisco et al. 2011; Francisco et al. 2013), atistera
taxonomia (Moure 1951; Michener 1990; Camargo & Pedro 1992, 2013; Ayala 1999,
2016; Melo 2016; Alvarez et al. 2016), historia biogeogréafica, filogenia, émlac
diversificacdo (Michener 1979; Camargo & Wittmann 1989; Costa et (13;2
Rasmussen & Cameron 2010).

Na introducao geral farei uma breve revisdo sobre a classificacaojddidere
importancia das abelhas como um todo. Em seguida, sera revisada, de um ponto de vista
histérico, a sistematica de Meliponini. E por fim, a sistemétic®ldbeia também é
revisada. Em seguida, divido minha tese em dois capitulos, que juntoambusc
compreender a evolugdo do grupo aqui estudado no espaco e no tempo. O Capitulo 1

tratara da sistematica do clado Plebeia com énfase no gélebmaR discutindo os



padrbes encontrados na filogenia do grupo, as propostas para sua class#ieasza
perspectivas futuras que surgiram a partir deste estudo. O Capituloa2ebtistar as
datas de divergéncia entre os taxons do clado Plebeia e reconstruirstsui
biogeografica por meio de andlises que permitem inferir as aneesstiais.
Comentérios sobre o inicio da historia evolutiva de toda a tribo Meliptarimém

foram feitos.

Classificacdo das abelhas

As abelhas fazem parte de um grupo monofilético conhecido como Apoidea, que
compbe o mesmo clado que Vespoidea, Chrysidoidea e Ichneumonoidea dentro de
Hymenoptera (Sharkey 2007). Apoidea é composta pelas abelhas e pelas vespas
Heterogynaidae, Crabronidae, Sphecidae e Ampulicidae (Melo 1999; Michener 2007).
Todavia, hd a hip6tese de que Crabronidae seja a familia de Apoidea mai
proximamente relacionada com as abelhas, sendo suportada por varios estudos
(Alexander, 1992; Melo, 1999; Ohl & Bleidorn 2006; Michener, 2007; Debevec et al.
2012).

Existem duas linhas de pensamento em relacéo a classificecabalhas como
um todo. Tradicionalmente, as abelhas sdo classificadas erfarsglias: Colletidae,
Andrenidae, Halictidae, Apidae, Megachilidae, Stenotritidae e tMel& (Michener
1944, 2007). Por outro lado, uma linha de pensamento que vem sendo discutida ha mais
de 30 anos sugere tratar todas as abelhas como uma unica familia, (prdBrothers
1999 e Melo 1999). Nela, propde-se que as outras familias da classificatjéiorial
sejam tratadas como subfamilias (Melo & Goncalves 2005; Mouré 2008). A
proposta de englobar todas as abelhas em uma Unica familia vis@aprieate, gerar

um nome formal para todas as abelhas.

Importancia das abelhas

Em um contexto ecolégico global, as abelhas s&o os principais agentes
polinizadores em todos 0s ecossistemas em que ocorrem. ISso se aete a
dependéncia dos recursos florais para sua sobrevivéncia. Tem-se, entées e se
baseiam em um sistema de dependéncia reciproca, no qual as péanécem o
alimento para as abelhas, principalmente pdlen e néctar, e emrécmEizem 0s
beneficios da transferéncia dos grédos de pélen (Roubik 1989; Michener 2007). Devido a

ISSo, esses insetos sdo peca chave na manutengcdo dos ecassstan@aoducao de



plantas cultivadas, sendo, portanto, importantes para a economia (Wegteé&kam
Gottsberger 2002; Drucker, 2004; Garéfalo et al. 2012; Giannini et al. 2015). Segundo
estimativas, o valor econdmico da polinizagdo no mundo supera 150 bilhéasode
(Gallai et al. 2008).

O declinio das populagBes de polinizadores € um dos maiores problemas da
producdo agricola atual, uma vez que causa limitac6es na quaridadéidade dos
frutos e no niumero de sementes (Roubik, 2002; De Marco & Coelho 2004; Messinger et
al. 2016). Nesse sentido, estudos que buscam o conhecimento sobre a diversidade e
biologia dos polinizadores tem sido uma preocupacao a nivel mundial, a fijmede
decisOes para a conservagao das populacdes desses organismos sajas) tdma
fendbmeno que envolve o desaparecimento das abelhas, conhecido por Colony Collapse
Disorder (CCD), ¢ o “epis6dio” mais recente desse processo mais geral. O declinio das
populacfes de abelhas tem sido atribuido ao uso excessivo de defenspaasa@o
desmatamento para a formacgéo de pastagens, extracdo madeiretraseiatento das

areas urbanas (Mullin et al. 2010; Dennis & Kemp 2016).

A Tribo Meliponini

Dentre as cerca de 20.000 espécies de abelhas descritas no mundo (Michener
2007; Ascher & Pickering 2016), existe um grupo monofilético informalmente
conhecido como “corbiculados” (Michener 2007; Martins et al. 2014), composto por
quatro tribos de Apinae: Euglossini, constituida principalmente poriespsaditarias;
Bombini, composta por espécies primitivamente eussociais; e asdabgmstas por
espécies altamente eussociais, Meliponini e Apini (Michener 1974, 2007). Os
corbiculados possuem como sinapomorfia a presenca da corbicula, uma estrutura
presente nas tibias posteriores das fémeas, que as utilizamtgarsporte de recursos,
principalmente o pdlen (Michener 2007). Varios estudos tentaram inferir sebre a
relacdes filogenéticas entre estas tribos utilizando dados morfol§iyladsener 1944;
Winston & Michener 1977; Roig-Alsina & Michener 1993; Cardinal & Packer 2007),
comportamentais (Noll 2000), moleculares (Madurlyn & Cameron 1999; Koulianos et
al. 1999) e dados combinados (Chavarria & Carpenter 1994). Todas as hipoteses
filogenéticas baseadas em dados moleculares apontam Meliponini comamédmade
Bombini, apesar de haver algumas discordancias quanto ao posicionamento de
Euglossini e Apini (Danforth et al 2012; Cardinal & Packer 2007; Kawak#a 2008;
Cardinal et al. 2010; Cardinal & Danforth 2011, 2013; Almeida & Porto 2014; Martins



et al. 2014). Em um estudo mais recente que utilizou anélisgsrfdmicas, Euglossini
aparece como grupo irmao dos demais corbiculados (Apini + (Meliponini + Bombini)),
sugerindo uma Unica origem para a eussocialidade dentro do clado corbiculado
(Romiguier et al. 2016).

As “abelhas indigenas sem ferrao" constituem o principal grupo de polinizadores
em diversos ecossistemas em que ocorrem. As principais car@etertpte fazem
destas abelhas polinizadores eficientes sdo o0 habito generalestaqudeta de pdlen, a
constancia floral, os ninhos perenes (Roubik 1989, 2006; Heard 1999), e a facilidade de
domesticacéo, podendo ser utilizadas em cultivos abertos e, em @goss em casas
de vegetacéao (Witter et al. 2012; Bomfim et al. 2014; Giannini et al. 2015).

Todas as espécies de Meliponini sdo eussociais (Michener 1974, 2007). Essas
abelhas podem variar muito em tamanho, podendo medir desde menos dat& mm
pouco mais de 1 cm (Silveira et al. 2002). Algumas espécies nidiGoamavidades
pré-existentes e outras constroem ninhos expostos. A arquitetura interior dos ninhos
varia, de forma que algumas espécies dispdem as células de crifaeomem discos
regulares ou irregulares, e outras espécies que dispdem as céluashentWille &
Michener 1973; Roubik 1989, 200Blichener 1961, 2007).

Meliponini tem distribuicdo pantropical, podendo ocorrer em algumas éareas
subtropicais do Hemisfério Sul (Silveira et al. 2002; Michener 2007; Rasmdsse
Cameron 2007, 2010). Segundo hipoteses recentes, Meliponini teria comecado a se
diversificar no Cretaceo superior, ainda que haja controvérsias entre @sedague
podem ser de cerca de 68 Ma (Martins & Melo 2016) ou entre 81 e 96 Mlayssen
& Cameron 2010). Na regido Neotropical sdo reconhecidas atualmente cet2@ de
espécies com nomes validos, distribuidas em 32 géneros (Camargo & PedrogX#13). E
namero foi ampliado para 33 com a descricdo de Plectoplebeia por(204l6). No
Brasil, somam cerca de 240 espécies com nomes validos distribuid2® gémeros
(Camargo & Pedro 2013; Pedro 2014).

Sistematica de Meliponini

A sistemética de Meliponini vem sendo discutida ha cerca den@® maa
literatura, varios tratamentos foram propostos, inclusive formando taxons com
representantes tanto na regido Neotropical como na Afrotropical, IndmaMa
Austrélia (Schwarz, 1948; Michener 1990, 2007; Camargo & Pedro 1992; Roig-Alsina

& Michener 1993). Contudo, estudos baseados em dados moleculares nos mostram um



cenario diferente das hipéteses baseadas em caracteres morflégstaset al 2003;
Rasmussen & Cameron 2007, 2010), nos quais aparece um clado composto por espécies
Afrotropicais, Indo-Malaias e da Australia (Clado do Velho Mundo), como irméao de um
clado exclusivamente Neotropical (Clado do Novo Mundo). Consequentemente, houve
reinterpretacdes sobre o posicionamento de varios géneros, 0 que permibiniriai
de grupos que antes estavam em posicOes controversas, uma vez ques alguma
caracteristicas, principalmente as associadas a reducédo do tamanimosg@odsultado
de convergéncias evolutivas (Moure 1961).

Inicialmente, as abelhas sem ferrdo foram incluidas dentro do género Apis
Latreille 1802. Logo apds, Latreille (1809) faz referéncia aos nomes Mellfigea,
1806 e Trigona Jurine, 1807, ainda que considerasse as abelhas sem ferrdo
proximamente relacionadas a Apis. Posteriormente, Lepeletier (1836) itangéda
primeira vez, as abelhas sem ferrdo para um taxon a parte, que elewesigno tribo
“Meliponites”. No inicio do século XX, foram propostas classificagdes em que as
abelhas sem ferrdo foram tratadas como uma subfamilia (Meliponinae) dentro de
Apidae (Buttel-Reepen 1903), ou uma familia a parte (Schwarz 1938, 1948). Contudo,
esses estudos foram baseados em poucos caracteres morfolégicos, ou em dados
biologicos. Michener (1944), em seu extenso estudo sobre a morfologia externa das
abelhas, considerou a tribo Meliponini como composta por um género Neotropical,
Melipona, e um género pantropical, Trigona, com o restante dos nomes disponiveis
como subgénero do dultimo. Pouco depois, Moure (1951) propds a subfamilia
Meliponinae com as tribos Meliponini (género Melipona), Lestrimelittirf@négo
Lestrimelitta Friese, 1903), e Trigonini composta pelos restante &uwsrap. Essa
classificacao foi alterada por Moure (1961) com a inclusdo de Lesttamed tribo
Trigonini. Assim, a discussado sobre a questdo de as abelhas semcéerséituirem
uma tribo, uma subfamilia ou uma familia, seguiu-se até por volta dodfins¢culo
XX (ver Schwarz 1938, 1948; Moure 1951, 1961; Michener 1944, 1990; Camargo &
Pedro 1992).

Se olharmos a nivel genérico, até a primeira metade do século Xi{erana-
se basicamente apenas dois géneros para todos os Meliponini, Madijoiggna.
Neles, varios nomes atualmente reconhecidos como géneros, eram inchuitms
subgéneros de Trigona (ver Schwarz, 1938, 1948), como por exemplo Plebeia. A partir
dos trabalhos de Moure (1951, 1961), varios dos subgéneros de Trigona passaram ao

status de género. Igualmente, Michener (1990) j4 considerou como género antigos



subgéneros de Trigona, como Plebeia, e manteve Trigona com distripaitéapical.
Em seguida, Camargo & Pedro (1992) revisaram a sistematica do grupo, e concordaram
em grande parte com os estudos de Moure (1951, 1961). Por outro lado, os estudos
baseados em dados moleculares permitiram reinterpretacées sobre as ddag® de
Meliponini, principalmente no que se refere aos taxons até entdo cadseiler
subgéneros de Trigona (Costa et al. 2003; Rasmussen & Cameron 2007, 2010).
Consequentemente, varias relacdes a nivel genérico propostas anteriocomiote,
Nannotrigona/Scaptotrigona (Moure 1951; Michener 1990), Lisotrigona/Trigonisca
(Michener 1990), bem como as linhas filéticas Tetragonisca-Tetraggpatrigonae
Plebeia (Moure 1951; Camargo & Pedro 1992), também foram reconsideradas.
Indubitavelmente, dentre os taxons supra especificos de Meliponini, osigue ma
tiveram sua sistematica alterada foram aqueles da chamdda Hlebeia (sensu
Camargo & Pedro 1992), principalmente por Moure (1951, 1961), Michener (1990,
2007) e Camargo & Pedro (1992). Por outro lado, embora Costa et al (2003) e
Rasmussen & Cameron (2010) tenham nos mostrado evidéncias sobre o posicionamento
de Plebeia em Meliponini, até o0 momento ndo ha na literatura nershudo ue trate
especificamente da sistematica dessas abelhas, nem tdo pamgadinha Plebeia
tanto quanto do clado Plebeia (sensu Melo 2016).

O género Plebeia Schwarz, 1938

A taxonomia de Plebeia é incipiente, e as rela¢gbes entregpésessdo género
continuam incertas. Outros grupos de Meliponini atualmente reconhecidos como
géneros compartiham do mesmo problema, que € a falta de uma awipé re
taxondmica e reconstrucdo das relacfes filogenéticas, principalmidimémdid outros
caracteres que nado os morfoldgicos, de forma a apoiar as decisdes sistematica
dos grupos. Por consequéncia desses problemas, me restrinjo neste topees dsc
forma sucinta, sobre a histéria taxonémica de Plebeia de um ponto de vista cronoldgico,
me baseando nas descri¢cdes dos autores que construiram o conhecimento sobre o género
até os dias de hoje.

O nome Plebeia foi proposto por Schwarz (1938) como subgénéagdea
Jurine, 1807. Schwarz (1938) comenta que esse home teria sido escolhido, mogitos a
antes, por F. E. Lutz, que ndo publicou seus dados. No entanto, ele ndo faziasferénc
as datas, localidades dos espécimes utilizados e caractenremdbsePara a descricao
de Plebeia, Schwarz (1938) se baseou em caracteres morfolégicos dassdsasit



posteriores e na pilosidade da tibia posterior. Segundo o autor, esse subgéaero s
composto por abelhas que possuem o basitarso posterior ndo tao largo cormp a tibi
colocando, assim, as espécies que possuem o basitarso tdo largooguaais largo

gue a tibia dentro do género Scaura Schwarz, 1938. Ainda neste estudo, Schwarz
transferiu T. mosquito Smith, 1863 e T. minima (Gribodo, 1893) para Plebeia, ficando
T. (Plebeia) mosquite T. (Plebeia) minima como as primeiras espécies incluidas neste
taxon. Schwarz (1938) também comenta que, embora algumas espécies de Plebei
possuam integumento liso e brilhante, esta caracteristica podeaa dantro do
subgénero, como por exemplo, em Trigona schrottkyi Friese, 1900, espécie que seria
transferida posteriormente para Friesella por Moure (1946). O autor ainda discute que
Plebeia se aproximaria de outros subgéneros que também possuem pontuagém densa
integumento fosco, como Paratrigona Schwarz, 1938.

Plebeia foi mantido dentro de Trigona em outros estudos (Michener 1944,
Schwarz; 1948, Wille 1979). Contudo, Moure (1951) prop0s elevar seu status para
género, colocando Plebeia, na ocasido, com trés subgéneros: Blsb&ito, Friesella
e Mourella Schwarz, 1946. Para essa classificacdo, Moure se baseou uinteseg
caracteres: “rebordo pré-occipital as vezes vestigial ou faltando; célula marginal gpouc
alargada na base, quase fechada no 4pice, ou mais ou menos abertdajfriese
propodeo medianamente desenvolvido, com a area basal diferente nos trésreapgén
hamulos, em média, 5 (Plebaidriesella) ou 7 (Mourella); a superficie bastante lisa,
até matereticulada”. Ainda neste estudo, Moure comenta que Plebeiaseia um grupo
mais homogéneo do que Scaura, principalmente baseando-se nas hb&tarmsos
posteriores. Ademais, Moure (1961) apresentou uma classificagcdo para os Mieliponi
Neotropicais, na qual dividiu Scaura nos subgéneros Scaura s. stBctovarzula
Moure, 1946, e Plebeia em Plebeia s. stricto, Friesella, Mow8ttawarziana Moure,

1943. Em um estudo posterior, Camargo & Moure (1988) consideraram em nivel
genérico, dentre outros taxons de Meliponini, ScaBehwarzula.

Michener (1990), em um extenso estudo sobre a classificacdo de Apidae,
considerou Plebeia com quatro subgéneros (Plebeia s. stricto, SSalomarzianae
Nogueirapis Moure, 1953). Dentre esses, Nogueirapis se destaca, pois nB@POSS
principais caracteristicas utilizadas para diagnéstico de Pldbmidlebeia, a margem
interna da tibia posterior é glabra, estreita e claramente rebexaddacdo a area com
quirotriquias, ja em Nogueirapis, ndo ha a depresséo formando um degrau. Ainda que

autor tenha dito que um Unico caracter ndo deve ser utilizado manadeat de decisbes



sistematicas, ele considera que o fato de Nogueirapis ndo possuir addepee$ace
interna da tibia posterior poderia ser contrastado com o estado intermelbis@ivado
em Scaura, postulando ainda que, em Nogueirapis, a auséncia deste estadatde
poderia ser uma reversao.

Logo apds Michener (1990), Camargo & Pedro (1992) revisaram a sistemética
de Meliponini, concordando em grande parte com Moure (1951, 1961), e reconheceram
trés linhas principais dentro da tribo: Tetragonisca-Tetragona, Hypo&e Plebeia
A linha Plebeia seria suportada novamente pelas caracteristidagrdia posterior
interna glabra das tibias posteriores, formando um degrau em relacaa éodre
quirotriquias.

Por conseguinte, a linha Plebeia ficou organizada da seguinte forma regia
Neotropical - Plebeia s. stricto, Mourella, FrieseBahwarziana, e géneros associados,
como Scaura, Melipona, Schwarzula, Partamona Schwarz 1939, Parapartamona
Schwarz 1948, Nogueirapis, Nannotrigona Cockerell 1922, Scaptotrigona Moure 1942,
Paratrigona Schwarz 1938 e Aparatrigona Moure 1951; e para as regifes Afiatropi
Indo-Malaia e Australia - Meliponula Cockerell, 1934, Meliplebeia Mour@61,
Plebeiella Moure, 1961, Apotrigona Moure, 1961, Axestotrigona Moure, 1961,
Plebeina Moure, 1961 e Austroplebeia Moure 1961. Para detalhes destassrelaco
Plebeia e sobre as outras linhas consideradas para Meliponini, ver C&rniaegivo
(1992).

Atualmente, Plebeia (Plebeia s. stricto; ver Camargo & Pedro 1992) dos
géneros mais diversos entre as abelhas sem ferrdo. Ha 40 espéritssdestritas a
regido Neotropical, com registros desde o Uruguai e Argentina at&iodM€amargo
& Pedro 2013). Todavia, Melo (2016) considerou Plebeia intermedia (Wille, 1960)
como sinbnimo junior de Plectoplebeia nigrifacies (Friese, 1900). Além dn asi
caracteristicas morfolégicas de P. intermedia vém sendo desutesde sua descricao
(Wille 1960, 1979; Michener 1990), de forma que o nome intermedia faz refeédncia
caracteristicas intermediarias entre Pleleetghwarziana (Wille 1960). Contudo, Melo
(2016) ressalta que ainda € necessaria uma analise filogenética nmmastguea
proposta do novo género seja reforcado, além de elucidar sobre seu posicionam
filogenético.

Os ninhos de Plebeia sdo construidos em cavidades pré-existentesgrgeralm
em ocos de arvores. Algumas espécies, como P. lucii Moure, 2004, P. tica (Wille, 1969)

e P. grapiuna Melo & Costa, 2009, constroem seus ninhos com as célutais de



dispostas em cacho, enquanto outras espécies, como P. droryana 1508 P.
phrynostoma Moure, 2004, dispdem as células de cria em favos organizados. As
espécies que constroem ninhos em cacho ocupam, geralmente, cavidades menor
irregulares, enquanto as que constroem ninhos em favos ocupam cavidades enaiore
frequentemente mais regulares. Em relacdo as espécies demélsdri todas
constroem ninhos com células de cria dispostas em favos regularesn@i@oe7),
enquanto Friesella pode construir em favos regulares ou irregular€s Cafpos,
informacéo pessoal).

De acordo com Silveira et al (2002) e Michener (2007), as operarias de Plebeia
podem ser caracterizadas da seguinte forma: abelhas pequenas commoeintegla
cabeca e mesossoma liso e brilhante, com pontuacéo piligera fina e praticamprde se
esparsa; frequentemente com areas pigmentadas de amarelo,guomsakspécies,
como por exempl®. grapiuna, sem pigmentacdo amarela (Melo & Costa 2009); regiao
lateral do mesepisterno com alguns pélos simples e eretos, pdanggilosidade
plumosa; area interna da tibia posterior com faixa marginal gkdiraita e claramente
rebaixada em relacdo a area com quirotriquias, o que forma um dedengaala
margem posterior da tibia; margem posterior da tibia com cerdas simpleom
poucos pélos plumosos relativamente curtos, misturados as cerdas ;spapleso
presente; rastelo composto por cerdas rijas.

Parte das incertezas existentes no nosso conhecimento sobre a edolcig@o
Plebeia comecou a ser esclarecida por analises que utilizaram daeoglanets (Costa
et al 2003; Rasmussen & Cameron 2010). Costa et al (2003) utilizaram apenas
sequéncias parciais do gene mitocondrial 16S e ja apresentaram iegid@ntrarias a
existéncia da linha Plebeia (sensu Camargo & Pedro 1992), além laarco
Lestrimelitta Friese, 1903, um grupo composto por espécies cleptobiantes goupo
irmao de Plebeia. Rasmussen & Cameron (2010) aumentaram o numero deetaxons
genes analisados e reconstruiram uma filogenia robusta para Meliposse. é&udo,
Lestrimelitta e Friesella Moure, 1946 aparecem entre dois clados independentes de
Plebeia, o que caracteriza o género como polifilético. Todavia, Castia et al (2003)
guanto Rasmussen & Cameron (2010) utilizaram um numero pequeno de espécies de
Plebeiae Lestrimelitta, isso se considerarmos o numero de espécies descritas e a area de
distribuicdo desses géneros.

Considerando as duvidas acerca das relacdes filogenéticas dentro da élebei

géneros relacionados, torna-se indispensavel um estudo filogenético aquea emv
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méaximo de espécies descritas para o género, cobrindo toda sua areaitiecadst
além dos géneros que compdem o clado Plebeia. Dessa forma, serd pesgsineler
as questdes relacionadas a evolucdo dessas abelhas no espagmpon@lém de

permitir a discussao sobre uma classificacao que reflita a evolugdo do grupo.
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CAPITULO 1

Filogenia molecular e sistematica do género de abelhas senrder Plebeia (Apidae,
Meliponini)
Hugo A. Werneck

Resumo: O clado Plebeia é composto pelos géneros Plebestrimelittae Friesella
Estudos baseados em morfologia consideraram Plebeia como um génerdétieamnofi
No entanto, filogenias baseadas em sequéncias de DNA tém cahsiBdeheia como
polifilético. No presente estudo nds testamos a monofilia de Plabp#tir de uma
ampla filogenia da tribo Meliponini baseada em genes nucldaFely( ArgK, Opsin e
28S) e mitocondriais (CytB e 16S). Os resultados reforcam a polifilRlel®ia e a
monofilia de Lestrimelittae Friesella. Foi possivel reconhecer dois clados de Plebeia (I
e Il), com Lestrimelittae Friesella entre eles (Plebeia I, (Friesella, (Lesthita +
Plebeiall))). As implicacdes para a classificacdo do grupo aqui estudado sétdaisc

Por fim, foram feitos comentarios sobre os grupos e as espécies de Plebeia.

INTRODUCAO

Meliponini € um grupo monofilético composto por espécies altamente eussociais
(Michener 1974, 2007). Podem ser diferenciadas das outras abelhas corbipelada
reducdo daseias alares anteriores, auséncia da auricula, ferrdo atrofiado, dentie outra
caracteristicas morfolégicas e biolégicas (Michener 1944, 1990; Wi0& 1983). As
abelhas sem ferrdo estao distribuidas em todas as areas trdpicaiado, com alguns
registros em areas subtropicais do Hemisfério Sul (Silveira et al, Ri€tzener 1979,
2007; Rasmussen & Cameron 2007, 2010). Na regiao Neotropical sdo reconhecidos 32
géneros (Camargo & Pedro 2013), nimero que foi ampliado para 33 com a dekricdo
Plectoplebeia por Melo (2016). No Brasil, somam cerca de 240 espécies c@® Nno
validos, distribuidas em 29 géneros (Camargo & Pedro 2013; Pedro 2014). Essas
abelhas sédo importantes polinizadores nos diversos ecossistemas erorgem, uma
vez que possuem habito generalista para a coleta de polen e catssancia floral,
ninhos perenes (Wille 1983; Roubik 1989, 2006; Heard 139%fo0 faceis de
domesticar, o que permite que sejam utilizadas em cultivos aleeeimsalguns casos

em casas de vegetacao (Witter et al. 2012; Bomfim et al. 2014; Giannini et al. 2015).
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Neste capitulo nosso ponto central é o estudo das relacoes filogenétatado
Plebeia (sensu Melo 2016) com énfase no género Plebeia Schwarz, 1938, departi
sequéncias parciais de genes nucleares e mitocondriais. dbsdlags exibem grande
diversidade de caracteristicas bioldégicas e comportamentais. Comtadesiha
décadas inumeras perguntas sobre sua biologia e comportamento (Berdhelf9s;
Drummond et al. 2000; Hofstede & Sommeijer 2005; Roubik 2006; Hilario et al. 2012),

e sistematica e taxonomia (Moure 1951; Michener 1990; Camargo & Pedro 1992, 2013;
Ayala 1999, 2016; Melo 2016; Alvarez et al. 2016) vém sendo feitas.

Plebeia foi inicialmente considerado como subgénero de Trigona Jurine, 1807
(Michener 1944; Schwarz; 1938, 1948), até Moure (1951) o consideranivel
genéico, composto por trés subgénerddleteia s. str, Friesella Moure 1946
Mourella Schwarz, 1946. Entretantoutros estudos baseados em caracteres
morfologicos propuseram diferentes tratamentos para este taxon (Moure 1961
Michener 1990, 2007). Camargo & Pedro (1992) consideraram Plebeia como uma das
trés linhas filéticas de Meliponini (Tetragonisca-Tetragona, Hypmte e Plebeia),
concordando em grande parte com Moure (1951, 1961). Por fim, Moure et al.) (2007
deram o tratamento de género aos antigos subgéneros de Plebeimehteiabssé
um dos taxons mais diversos entre as abelhas sem ferrdo, com 4@sedpécritas
restritas a regido Neotropical (Camargo & Pedro 2013). As espéciexleiaP$ao
abelhas pequenas, inotegumento da cabeca e mesossanbso e brilhante com
pontuacao piligera fina e praticamente sempre esparsa, a maiorspéeas®possuem
areas pigmentadas de amarelo, enquamtalgumas, com®. grapiuna Melo & Costa
2009, o integumentéescuroe sem pigmentacao, a area interna da tibia posterior possui
faixa marginal glabra, estreita e claramente rebaixada eméoeelag area com
quirotriquias, o que forma um degrau ao longo da margem posterior da tibia, o penicilo
esta presente e o rastelo é composto por cerdas rijas (Michener 1990, 2@07 &ilv
al. 2002).

Com o advento dos estudos filogenéticos baseados em dados moleculares, as
interpretacdes sobre a histéria evolutiva das abelhas tém sidoadt@aohforth et al.

2012). A partir disso, consideracfes sobre algumas relacdes entre géneros de Meliponini
propostas com base em dados morfolégicos foram reconsideradas, como por exemplo,
entre Nannotrigona Cockerell, 1922 e Scaptotrigona Moure, 1942 (Moure 1951;
Michener 1990), Lisotrigona Moure, 1961TTrigonisca Moure, 1950 (Michener 1990),

bem como as linhas filéticas Tetragonisca-Tetragona, Hypotrigdtabeia (Moure
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1951; Camargo & Pedro 1992). Nao obstante, dados moleculares dao suporte de género
para a maioria dos taxons propostos anteriormente, exceto no caso de Btzheia,
Schwarz, 1938, Leurotrigona Moure, 1950rigona (sensu Michener 1990, 2000), que
aparecem como grupos polifiléticos ou parafiléticos (Costa et al. 2003; Rasn&is
Cameron 2007, 2010).

Costa et al. (2003) utilizaram sequéncias parciais do gene mitocondrial 16S
apresentando evidéncias contrarias a existéncia da linha Plebesu (Moure 1951,
1961 e Camargo & Pedro 1992f colocaam Lestrimelitta Friese, 1903, um género
composto por espécies cleptobidticas (Sakagami et al. 1993), como grupodiema
Plebeia. Posteriormente, Rasmussen & Cameron (2010) ampliaram o nimero de taxons
e genes analisados e reconstruiram uma ampla filogenia para Meliplasse estudo,
Lestrimelitta e Friesella aparecem entre dois clados independentes de Plebeia, o que
caracteriza o género como polifilético. Ainda assim, tanto Castéh é€2003) quanto
Rasmussen & Cameron (2010) utilizaram um namero pequeno de espécies deePlebei
Lestrimelitta.

Apesar da antiga linha Plebeia (sensu Moure 1951, 1961 e Camargo & Pedro
1992) nao ser suportada por dados moleculares, Melo (2016) sintetizou a linad@ o cl
Plebeia baseado em Rasmussen & Cameron (2010), de forma a facilitanssaaisc
sobre esse grupo (Figura 1). Contudo, até o momento, ndo ha na liteextbcan

estudo que trate especificamente da filagersistematica desse clado.
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Figura 1: Linha e clado Plebeia. Modificado de Rasmussen & Cameron (2010) e Melo
(2016)
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Considerando as evidéncias de que Plebeia é um género polifilético ou
parafilético e a falta de estudos filogenéticos especificos, no presstoido nos
testamos a monofilia de Plebeia a partir de uma ampla filogdmiaMeliponini
reconstruida baseada em genes nucleares e mitocondriais. NOs in@uimaasia das
espécies descritas para Plebeia cobrindo toda sua distribuicdo geggaédim dos
géneros Lestrimelitt@ Friesella, representando todo o clado Plebeia. Dessa forma foi

possivel confirmar Plebeia como um grupo nédo natural e discutir sobre sua sistematica
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MATERIAIS E METODOS

O conjunto de dados é composto por OIIU’s (Operational Taxonomic Un)it
Nés sequenciamos 74 terminais, incluindo 28 das 40 espécies dgsaraalRlebeia
cinco espécies de Lestrimelitta e cinco amostras de locadidiittrentes do género
monotipico FriesellaAlém disso, sequéncias depositadas no GenBank foram utilizadas
para compor 0s grupos interno e externo (Anexo 1). O grupo externo engloba 38 taxons,
gue juntos representam todos os grandes clados de Meliponini abrangendo toda sua
distribuicdo geografica (ver Costa et al. 2003; Rasmussen & Cameron 20iérxgGa
& Pedro 2013). O nome de cada espécie do grupo interno incluida na matriz de dados
o local de origem de cada uma delas, sdo apresentados na Tabela I.

Os espécimes testemunho dos taxons que foram sequenciados no presente estudo
estdo depositados na Colecdo Entomoldgica Pe. J. S. Moure do Departamento de
Zoologia da Universidade Federal do Paranid-UFPR e na cole¢do do MusenaRegi
Entomologia do Departamento de Entomologia da Universidade Fedehasa-

UFV.

Tabela I: Referéncias acerca dos taxons terminais utilizadagupo interno e suas respectivas
localidades:O terminal nomeado como Plebeia pugnax refereese aomen nudum.

Voucher Género Espécie Pais Estado/Provincia Local de coleta Referéncia
143 Friesella schrottkyi Brasil Minas Gerais Vicosa Presente estudo
158 Friesella schrottkyi Brasil Parana Cerro Azul Presente estudo
67 Friesella schrottkyi Brasil Minas Gerais Guimaranea Presente estudo
147 Friesella schrottkyi Brasil Espirito Santo Santa Maria de Jetiba Presente estudo

Rasmussen & Cameror

445 Friesella schrottkyi Brasil Séo Paulo
(2010)
142 Lestrimelitta  ehrhardti Brasil Rio de Janeiro Parque Nacional do Itatiaia Presente estudo
141 Lestrimelitta  tropica Brasil Rio de Janeiro Maria Paula- Sdo Gongalo  Presente estudo
144 Lestrimelitta  rufipes Brasil Minas Gerais Januéria Presente estudo
Rasmussen & Cameror
40 Lestrimelitta  maracaia Peru San Martin
(2010)
— ) . Rasmussen & Cameror
119 Lestrimelitta  aff. Limao Peru Madre de Dios
(2010)
o . . Rasmussen & Cameror
449 Lestrimelitta  limao Brasil S&o Paulo
(2010)
. aff. . . Conceicédo do Castelo
62 Plebeia Brasil Espirito Santo Presente estudo

phrynostoma




21

88 Plebeia alvarengai Brasil Para Altamira Presente estudo
89 Plebeia catamarcensis Argentina  Jujuy Par.que Nacional de Presente estudo
Calilegua
90 Plebeia cf. minima Brasil Rondbnia Flona do Jamari Presente estudo
169 Plebeia cf. minima Brasil Amazonas Manaus Presente estudo
181 Plebeia cf. nigriceps Brasil Rio Grande do Sul Cangugu Presente estudo
73 Plebeia cf. pugnax Brasil Bahia Camacan Presente estudo
91 Plebeia cora México Jalisco Carron de Pefia Presente estudo
09 Plebeia droryana Brasil Rio de Janeiro Silva Jardim Presente estudo
65 Plebeia droryana Brasil Minas Gerais Guimaranea Presente estudo
75 Plebeia droryana Brasil Sé&o Paulo Ribeirdo Preto Presente estudo
444 Plebeia droryana Brasil Sé&o Paulo ’ Rasmussen & Cameror
(2010)
157 Plebeia emerina EUA Califérnia - Presente estudo
159 Plebeia emerina Brasil Parana Lapa Presente estudo
160 Plebeia emerina Brasil Rio Grande do Sul Porto Alegre Presente estudo
101 Plebeia franki Panaméa - - Ramirez et al. (2010)
28 Plebeia frontalis C?Sta Heredia San José Presente estudo
Rica
339 Plebeia frontalis México Puebla ) Rasmussen & Cameror
(2010)

92 Plebeia frontalis México Chiapas - Presente estudo
176 Plebeia grapiuna Brasil Bahia lIhéus Presente estudo
36 Plebeia jatiformis ;(:;ta Puntaneras ) Presente estudo
93 Plebeia kerri Brasil Rond6nia Flona do Jamari Presente estudo
86 Plebeia lucii Brasil Minas Gerais Vigosa Presente estudo
10 Plebeia lucii Brasil Rio de Janeiro Maria Paula- Sdo Gongalo  Presente estudo
40 Plebeia lucii Brasil Minas Gerais Mutum Presente estudo
146 Plebeia lucii Brasil Espirito Santo Santa Maria de Jetiba Presente estudo
94 Plebeia manantlensis México Jalisco Talpa Presente estudo
95 Plebeia margaritae Brasil Rondbnia Flona do Jamari Presente estudo
96 Plebeia melanica México Chiapas - Presente estudo
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81 Plebeia minima Brasil Mato Grosso Ribeirdo Cascalheira Presente estudo
086 Plebeia minima Peru San Martin ) Rasmussen & Cameror
(2010)
97 Plebeia molesta Argentina  San Juan - Presente estudo
98 Plebeia moureana México Colima - Presente estudo
99 Plebeia moureana México Chiapas - Presente estudo
295 Plebeia moureana México Chiapas ’ Rasmussen & Cameror
(2010)
100 Plebeia nigriceps Brasil Rio Grande do Sul S&o Miguel das Missbes Presente estudo
101 Plebeia peruvicola Brasil Ronddnia Flona do Jamari Presente estudo
102 Plebeia peruvicola Brasil Ronddnia Flona do Jamari Presente estudo
103 Plebeia peruvicola Brasil Acre Serra do Divisor Presente estudo
104 Plebeia peruvicola Bolivia Santa Cruz Buena Vista Presente estudo
51 Plebeia phrynostoma Brasil Minas Gerais Vicosa Presente estudo
119 Plebeia poecilochroa Brasil Bahia Salvador Presente estudo
49 Plebeia *pugnax Brasil Séo Paulo Séo Paulo Presente estudo
105 Plebeia pulchra México Chiapas - Presente estudo
31 Plebeia pulchra C?Sta Esparza Sabana Bonita Presente estudo
Rica
54 Plebeia remota Brasil Parana Prudentépolis Presente estudo
56 Plebeia remota Brasil Parana Curitiba Presente estudo
151 Plebeia remota Brasil Espirito Santo Domingos Martins Presente estudo
48 Plebeia saiqui Brasil Séo Paulo Séo Paulo Presente estudo
108 Plebeia sp. Brasil Ceara Bela Cruz Presente estudo
112 Plebeia sp. Brasil Ceara Fortaleza Presente estudo
120 Plebeia sp. Brasil Bahia Cruz das Almas Presente estudo
122 Plebeia sp. Brasil Bahia Presidente Tancredo Neves Presente estudo
162 Plebeia sp. Brasil Maranh&o Urbano Santos Presente estudo
165 Plebeia sp. Brasil Mato Grosso do Sul Corumbéa Presente estudo
166 Plebeia sp. Brasil Mato Grosso do Sul Aquidauana Presente estudo
167 Plebeia sp. Brasil Mato Grosso do Sul Aquidauana Presente estudo
171 Plebeia sp. Brasil Bahia Ititba Presente estudo
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173 Plebeia sp. Brasil Para Belém Presente estudo
155 Plebeia sp. Brasil Minas Gerais Lima Duarte Presente estudo
. Rasmussen & Cameror
577 Plebeia sp. A Equador Cafiar
(2010)
Rasmussen & Cameror
43 Plebeia sp. B Peru San Martin
(2010)
. B Rasmussen & Cameror
104 Plebeia sp.C Peru San Martin
(2010)
179 Plebeia sp. Argentina  Salta Baritd Presente estudo
. . Costa Centro
29 Plebeia tica . Santa Cruz Presente estudo
Rica
. . L Rasmussen & Cameror
001 Plebeia tobagoensis Trinidad
(2010)
87 Plebeia variicolor Brasil Ronddnia Presente estudo
180 Plebeia wittmanni Brasil Rio Grande do Sul Bento Gongalves Presente estudo

Extracdo de DNA, amplificacdo dos fragmentos génicos e sequencianeent

Todas as amostras foram conservadas em alcool absoluto e estocadas no

Laboratorio de Biologia Molecular de Insetos - UFV sob temperatura de -Q0DGIA

total de todas as amostras foi extraido com Kit de extracdo QiageaspBlood &

Tissue Kit (cod. 69506), de acordo com o manual do fabricante.

28S) e dois genes mitocondriais (16S e CytB). As sequéncias e referéncia

Foram utilizados fragmentos de quatro genes nucleare$o(EArgK, Opsin ¢

bibliograficas de cada primer, bem como as condi¢Bes especific&Rd@Blymerase

Chain Reaction), sdo apresentadas na Tabela IlI.
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Tabela II: Sequéncia dos primers e condicdbes de PCR dos fragmentos génicos
utilizados no presente estudo.

Gene  Primer Sequéncia Pareamento Ciclos  Referéncia
F2-ForH 5' GGRCAYAGAGATTTCATCAAGAAC 3' Hines et al (2006)
EFla 48-53°C 38
F2-RevH2 5' TTGCAAAGCTTCRKGATGCATTT 3'
F2 5' GACAGCAARTCTCTGCTGAAGAA 3'
Kawakita et al
ArgK 46-53°C 37
(2008)
R2 5 GGTYTTGGCATCGTTGTGGTAGATAC 3'
LWRhF 5'AATTGCTATTAYGARACNTGGGT 3'
) Mardulyn &
Opsin 51,9°C 35
Cameron (1999)
LWRhR 5' ATATGGAGTCCANGCCATRAACCA 3'
For28SVesp 5' AGAGAGAGTTCAAGAGTACGTG 3' )
Hines et al (2007)
28S 50°C 35
Rev28SVesp 5' GGAACCAGCTACTAGATGG 3'
Cameron et al
16SR1 5 TATAGATAGAAACCAATCTG 3’
(1992)
16S 56°C 35
16SWb 5 CACCTGTTTATCAAAAACAT 3° Dowton & Austin
(1994)
mtD26 5 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 3’
Simon et al
CytB 54°C 35
(1994)
mtD28 5 ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT 3’

Para as reagBes de PCR foi utilizado o Kit Invitrogen Plafinliaq DNA
Polymerase. Todas as reagfes foram montadas com volume de 25|adsasanostra
com 0s seguintes reagentes e suas respectivas concentracoe€RL&XIffer (2,5ul),
10mM dNTP (0,8ul), 50 mM MgGlI(1,0ul), Primer 10uM (1,0ul), DNA (1pl com
concentracdo de 50 ng/ul), Platinum Tag DNA Polymerase (0,1uBCe Mlli- Q
(29,6pl).

As reacdes de PCR iniciaram-se com um passo de desnatar@4&0 por 1
minuto e 30 segundos, seguido de 35-38 ciclos repetitivos na seguinte ordem:
desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento por 50 segundos a uma temperatura
especifica para cada par de iniciadores (Tabela Il), alongamentad#sasca 72°C por

1 minuto e 30 segundos e um passo final a 72°C por cinco minutos.



25

Para verificar a qualidade e o tamanho dos fragmentos amplificados, o®grodut
de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a uma cdiwetgrac
1,4%, com tamp&o TBE 1X e corados com Gel®gd0.000X). O marcador molecular
1Kb DNA Ladder (Invitrogen) foi utilizado como parametro para verificarnoatdno
dos fragmentos amplificados. Os produtos de PCR foram enviados para Maomgen |
Coréia do Sul para purificacdo e sequenciamento dos fragmentos génicos.

Alinhamentos e analises filogenéticas

As sequéncias consenso das fitas forwantkverse de cada amostra foram
montadas com o pacote CodonCode Aligner v.5 (Copyright 2002-2015 CodonCode
Corporation). Todos os alinhamentos foram realizados no MAFFT v.7 (Katoh &
Standley 2013). Os fragmentos génicos 16S, CytB, ArgK,id&ER Opsin foram
alinhados utilizando a estratégia G-INS-1 (Katoh et al. 2005). Piaagraento génico
28S foi utilizada a estratégia Q-INS-i (Katoh et al. 2005). Todo$irdsaenentos foram
avaliados visualmente e editados, quando necessario, no programa ME@Aniura
et al. 2013).

Os conjuntos de dados foram particionados da seguinte forma: 16S, CytB e 28S
foram considerados cada um como uma Unica particdo, os fragmentos Bucleare
codificadores de proteinas (Bk; ArgK e Opsin) foram divididos em exons e introns,
de acordo com as recomendacdes de Tomita et al. (1996), Giribert & Whee®rg199
Kawakita et al. (2003). Em seguida, os dados foram concatenados em canenatriz
no programa SequenceMatrix (Vaidya et al. 2011) com a adequada délovdtes
particoes.

A Inferéncia Bayesiana (IB) foi realizada no programa MrBayes v.3.2.5
(Ronquist et al. 2012) com duas corridas independentes, cada uma com qué&go cade
As reconstrucdes filogenéticas foram feitas tanto para os dados cadoatecomo
para cada gene individualmente. Para isso, foi implementado o modelqRasguist
& Huelsenbeck 2003), com proporcao de invariaveis e correcdo Gammiagesaas
particobes em todas as analises. Para as arvores geradas depadta gene foram
utilizadas 20.000.000 de geracdes da Cadeia de Markov Monte Carlo (MCMC).
Paralelamente, para o conjunto de dados concatenados foram utilizadas 30.880.000
geracOes. Em todas as andlises as arvores foram amostradasl®@@dgeracdes da
MCMC. A convergéncia das cadeias de Markov foi verificada no programermacs

(Rambaut & Drummond, 2009), observando-se os valores finais de PSRF (Potential
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Scale Reduction Factor = 1.00), que compara a variancia entre aascadei a
variancia dentro de cada cadeia, além dos valores de ES®atestiSample Size
200). Foram excluidas 25% das geracdes iniciais de MCMC, o refbantidizado
para calcular uma arvore consenso. A frequéncia de cada ramo no consengoiade ma
representa o valor da probabilidade posterior{PBsterior probability) da férmula da
Bayesiana. Todas as arvores foram editadas no programa FigTree v. 1.3bhyRam
2009).

Foi realizada uma analise de Maxima Verossimilhanca (ML) apeoasa
matriz concatenada. A reconstrucdo filogenética por ML foi executagaogoama
RAXML v8.2.7 (Stamatakis 2006), com 1.000 replicacdes de bootstrap (BS =r&potst
support). Os dados foram particionados da mesma forma como para a IB, com

implementacdo do modelo GTR + G + | para todas as particdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O conjunto de dados concatenado resultou em 4.112 pares de bases alinhados. O
namero de pares de base de cada fragmento génico sequenciado e suas @articoes
apresentado na Tabela lll. Nos alinhamentos dos genés,B¥gK e Opsin as regides
de exons e introns foram identificadas e delimitadas (Tomita 9@, Kawakita et al.
2003).

Tabela Ill: Numero de pares de bases gerados para cada gene, particad® e dado
concatenados.

Gene Téxons Pares de base Exon Intron
EFla 117 810 576 234
ArgK 115 716 557 159
Opsin 106 733 470 263
28S 117 856

16S 116 552

CytB 71 445

Dados concatenados 117 4112

Andlises Filogenéticas

Todas as arvores geradas a partir dos dados concatenados, tanto por IB como por
ML, recuperaram Meliponini com dois grandes clados monofiléticos cemeaiblucao
e suporte, sendo um clado Neotropical irmédo do clado do Velho Mundo (sensu

Rasmussen & Cameron 2010). Trigonisca s. |. saiu como grupo irmé&o de todo o clado
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Neotropical. O género Plebeia apareceu em dois clados independentesc género
polifilético (Figura 2; Anexodl e Ill). Friesellae Lestrimelitta foram recuperados
como monofiléticos e aparecem entre os cla@d®lebeia (Figura 2).

Foi possivel identificar dois principais clados de Plebeia, denomireglos
como clados e Il, tanto pela IB quanto pela ML. O clati@ irm&o de todos os outros
clados que compdem o clado Plebeia. O cladmntem Plebeia grapiuna como irmao
de dois clados menores de Plebeia. Dessa forma, é possivel reconheocecladas
formando o clado Plebeia (Plebéia(Friesella, (Lestrimelittat Plebeiall ))) (Figura
2).

De forma geral, a arvore gerada por ML (Anexo lll) apresenta topologia
congruente com a arvore gerada por IB, o que reforca a polifilia de Plelmia e
monofilia de Friesellae Lestrimelitta, com alto suporte (PP = 1.00; BS80). A
principal diferenga entre essas arvores € em relagdo ao posiciomaaéhtlucii (BS =
33) e P. emerina (BS = 89) na arvore de ML. Além disso, as relacGesamtdm
Lestrimelitta (BS = 63, 91, 96, 99, 100) e o posicionamento de P. molesta 1B
P. remota (BS = 9), foram melhor resohddta ML. Consequentemente, devido aos
baixos valores de BS na maioria dos nos da arvore de ML que discord@&n russ |
consideramos como hipétese filogenética a arvore gerada por 1B copfeangntacdo
de modelo misto.

As arvores geradas para cada gene individualmente reforcam Plebaa com
polifilético e a monofilia de Lestrimelitte Friesella. No entanto, elas possuem uma
resolucdo menor do que a dos dados concatenados. Apenas as arvores dds-benes E
ArgK e Opsin, recuperaram a maior parte da topologia da arvore cadat@knexos
IV, V, VI, VII, VIII, IX).
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Figura 2: Inferéncia Bayesiana dos dados concatenados com implementacdo de
modelos mistos. Os grupos externos foram retirados.
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O entendimento sobre a filogenia e evolugdo das abelhas tem srddcabe
longo dos anos com o avan¢o dos métodos de estudos sobre sistematceraita
Consequentemente, a partir da utilizacdo de dados moleculares, coisslaane a
sistematica de alguns grupos de abelhas tém sido discutidasazladt (Almeida &
Danforth 2009; Cardinal et al. 2010; Litman et al. 2011; Danforth et al. 2006; Martins et
al. 2014; Martins & Melo 2016). Em Meliponini, as principais linhas @i (sensu
Moure 1951, 1961; Camargo & Pedro 1992) foram reconsideradas, da mesma forma
como 0s géneros Trigona, Leurotrigona, Scaerdlebeia foram considerados nao
monofiléticos em filogenias moleculares (Costa et al. 2003; Rasmusseamgron
2010).

O presente estudo € o primeiro a tratar especificamente das eselacd
filogenéticas no clado Plelae com énfase no género Plebeia. Além disso, nosso
conjunto de dados contém a maioria das espécies descritas parar® (g&0%),
abrange toda sua distribuicdo geografica, além de ser composto pormideasiares
oriundos de genes nucleares e mitocondriais. Certamente, outros autoliestgrasa
o “problema Plebeid e a necessidade de um estudo sobre sua sistematica (Moure 1951,
1961; Wille 1979; Michener 1990, 2007; Camargo & Pedro 1992; Costa et al. 2003;
Rasmussen & Cameron 2010; Melo 2016). Dessa forma, nossos resultados contribuem

para novas discussoes a respeito da filogenia e evolucao do clado Plebeia.

Implicacfes para a sistematica do clado Plebeia

As andlisesde IB dos dados concatenados conduzidas no presente estudo,
sugerem alteracdes ohassificacdo do grupo aqui estudado, diferem significantemente
dos estudos baseados em caracteres morfolégicos (Moure 1951, 1961; Wille 1979;
Michener 1990, 2007; Camargo & Pedro 1992), e concordam, em parte, com outros
estudos baseados em dados moleculares (Costa et al. 2003; Rasmusserrén Ca
2010).

A topologia geral de Meliponini foi recuperada de acordo com hipéteses
baseadas em dados moleculares confirmando o posicionamento do clada Plebe
(Rasmussen & Cameron 2010; Melo 2016). As prinsigderercas entre nossos dados
e 0s de Rasmussen & Cameron (2010) sdo em relacdo ao posicionamento rdss géne
Lestrimelittae Friesella e ao numero de taxons e genes utilizados. Os resultados dele

colocam o cladd de Plebeia como grupo irméo de Lestrimekdfariesella + claddl ,
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enquanto nossos dados mostram Lestrimelitta como grupo irméo dal c{&éo= 1.00
BS = 84).

Lestrimelitta foi recuperado como monofilético. Esse géieimdo composto
por espécies cleptobiontes (Sakagami et al. 1993; Michener 2007). Prasaieg|am
decorréncia do habito parasitico, houve a perda da corbicula e de grande parte da
pilosidade do corpo. O habito cleptobionte em Meliponini € documentado apenas para o
género Lestrimelitta da regido Neotropical e para o género afriCéemotrigona
Moure, 1961 (Eardley 2004), embora Camargo & Pedro (2007) sugiram que
Trichotrigona extranea Camargo & Moure, 1983 possivelmente seja pa@sdhde
Frieseomelitta Ihering, 1912. Apesar de haver grande diferenca entdcdoma e o
comportamento de Lestrimelittadas outras espécies do clado Plebeia, existe suporte
morfolégico, como a borda posterior interna das tibias posteriores das operarias (ver
Costa et al. 2003: 81). Aqui nés ampliamos o numero de espécies de elétdran
Plekeia, o que permitiu reforcar esta relacdo filogenética. MarciViddo (2006)
revisaram as espécies brasileiras de Lestrimelitta e aggesanima chave taxonémica
para o género.

Friesella também foi recuperado como monofilétiEsse género se distingue
de Plebeia pela pontuacdo do térax e cgbesias das asas, entre outros caracteres
(Moure 1946). No entanto, nossa topologia apresenta dois clados (PP = 1.00; BS = 98),
sendo um formado por F. schrottkyi 143 (Vicosa, MG) e F. schrottkyi (Guimaranea
MG), e outro clado formado por F. schro+.ttkg (Santa Maria de Jetiba, ES) e F.
schrottkyi 445 (Sao Paulo, SP), além de F. schrottkyi 158 (Cerro Azul, PF)igquéo
dos dois primeiros clados mencionados (PP = 1.00; BS = 100). Baseado no tamanho dos
ramos e o alto suporte dos nés que dividem esses terminais, ficaeddmtessidade
de uma revisdo morfoldégica bem como um estudo filogeografico que amostraiom m
namero de espécimes de distintas populacfes, para que dessa forméusajadas as
relacdes evolutivas entre as populacdes desse género monotipico.

A partir dos nossos resultados e de estudos anteriores (Costa et al. 2003;
Rasmussen & Cameron 2010), podemos concluir que os caracteres morfologicos antes
considerados como sinapomorfias de Rkeberincipalmente por Moure (1951, 1961),
Silveira et al. (2002) e Michener (1990, 2007), ndo sdo congruentes com as hipoteses
filogenéticas baseadas em dados moleculares, o que demanda umareatsgla

taxond6mica que inclua Plebeia, LestrimelétAriesella.
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Existem alternativas para a classificacao do clado Plebeia?

Plebeia ndo € um género monofilético e a necessidade de mudargas na
classificacdo fica evidente. Sendo assim, mesmo que nds nao tenhamoso propos
caracteres morfologicos que diferenciem os clddol , é possivel que ja se sugira um
cenario alternativo para a classificagédo do género.

A espécie tipo d Plebeia, P. mosquito (Smith, 1863), ndo esta incluida em
nossa matriz. Esta espécie € da regido sudeste do Brasil,pseairtda nao foi
reestudado e varios espécimes distintos tém sido identificadosteaimene (Camargo
& Pedro 2013). No entanto, o terminal aqui identificado como Plebeia pungmax
nud., provavelmente corresponde a P. mosq@®&R Melo, informacéo pessgalPor
outro lado, todas as espécies dos grupos mimimaoureana (cladd) ocorrem no
bioma amazoénico, na América Central e no México. Dessa forma, nos camside
gue o claddl contém os taxons que correspondem a descricdo original de Plebeia.

A primeira alternativa para a classificacdo do género seriatope,0 cladad
fosse transferido para um novo nome a nivel genérico. Isso baseado, principalmente
hiptese de que a espécie tipo perteamealadoll . Uma conveniéncia dessa alternativa
€ que manteriamos LestrimeligeFriesella com status de género, evitando transtornos
em relacdo aos nomes atribuidos a taxons que possuem morfologia e h&dogia
distintas.

A segunda alternativa seria sinonimizar Lestrimelitta e Elt®escomo
subgéneros de Plebeia. Contudo, devido as caracteristicas biologicafoegitas
especificas de Lestrimelitta (Sakagami et al. 1993; Michener 1990, 2383@)lltima
alternativa ndo é considerada conveniente.

Portanto, ainda sdo necessarios estudos que revisem a morfologia de todo o
grupo aqui estudado, com o objetivo de propor caracteres que permitamrecidiféie
entre os clados e Il de Plebeia, principalmente utilizando técnicas de microscopia
eletrénica de varredura (MEV), além de disseccdes e clareameekoeknueleto para

analises da morfologia interna (Porto et al. 2016).
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Comentarios sobre as espécies de Plebeia

Com excecédo de Plebeia grapiuna, P. lucii, P. poecilochroa, P. melBsta
remota, que saem em politomia, o género Plebeia pode ser divididei®mrigpos
monofiléticos (Figura 3). Dessa maneira, podemos discutir esses grppoesdsenente

fornecendo informacdes sobre as espécies que 0os compde.

Cladol

grupominima

Em nossa topologia esse grupo € formado por P. minima, P. margaritae, P.
franki e tré& terminais ainda nao identificados. Espécies distintas ténmidedtficadas
sob o0 nome P. minima (Camargo & Pedro 2013). Provavelmente, esse érupo
amplamente distribuido no bioma amazonico, podendo algumas espécies, como P.
franki, chegar até ao sul da América Central. Plebeia minifaf@nki constroem as
células de cria em cacho. Aspectos biolégicos de P. margaritala &ao
desconhecidos, porém, essa espécie pode ser diferenciada de P. miniramngeho t
discretamente menor, area malar linear e manchas amarelas reduzidas (Moure 1962).

grupomoureana

No presente estuddbcomposto por P. moureaed. tica. Ocorre da Costa Rica
ao México. Os terminais desse grupo sao do México, de Colima e CHRpas
moureana), e de Santa Cruz na Costa Rica (P). fdabeia moureana € a menor
espécie de Plebeia do México e se destaca das outras por possteéguomento
finamente granulado, ao contrario de liso como na maioria das espéckkebeia
(Ayala 1999, 2016). Plebeia tica é facilmente diferenciada de oufrésies pelo seu
tamanho e marcas esbranquicadas, principalmente nas axilas (Wille A968)as
espécies constroersuas células de cria em cacho (P. tica, IA Monge, informacéo

pessoglP. moureana, R Ayala, informagao pessoal).

Cladoll

grupodroryana

E composto no presente estudo por P. droryana, P. phrynostoma, P. saiqui, P.
pugnax,P. emerinae sete terminais com identificacdo ainda nao confirmada. Plebeia
pugnax, como mencionado anteriormente, € um nome nao descrito formalmemte (nom
nudum) e provavelmente corresponde a P. mosquito (GAR Melo, informagéo pessoal).

Todas as espécies conhecidas desse grupo constroem suas células de cria em favo.
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Varios espécnestém sido identificados como P. droryana. Inclusive, em nossa
arvore, os quatro terminais identificados como P. droryana saem em pokstidess,
principalmente P. droryana 65 (Guimaranea, MG). Plebeia phrynostBmsaiqui sao
espécies facilmente distinguidas do que é considerado como P. drorglasapetras
espécies desse grupo. Plebeia phrynostoma foi descrita do ES, $@&s pleeuenas e
se destacam da maioria das espécies de Plebeia pela aimdssidbas operarias
campeiras (Moure 2004). Plebeia saiqui, juntamente com P. malatise M1962,
possui a area malar bem desenva\ed relacéo as outras espécies de Plebeia (Moure
1962).

Dos trés terminais de Plebeia emerina dois sdo do sul do Brasihd(cod.

159) e Rio Grande do Sul (céd. 160). O terminal P. emerina 157 é proveniente de
individuos coletados em um ninho localizado na California-EUA, que provaveléent
descendente de alguma colénia que foi levada para aquele pais, n&daicdosima
espécie natural de la.

grupovariicolor

Grupo aqui formado por P. variicolor, P. manantlensis, P. melanica, P. pulchra
P. tobagoensig dois terminais ainda néo identificados. Suas espécies ocorrem no
México (P. pulchra, P. manantlensi®. melanic na Amazénia (P. variicolor, Brasil
e Peru), Equador (Plebeia sp. A 577), no norte da Argentina (Plebeia sp. dm9) e
Trinidade e Tobago (P. tobagoensifAyala (2016) considera P. manantlensi®.
melanica proximamente relacionadas a P. fulvopilosa Ayala, 1999. Hot@nAyala
nao discute o posicionamento de P. pulahPa variicolor. Dados sobre a biologia e os
ninhos destas espécies ainda sdo escassos na literatura. Coro drcBcdariicolor,
gue nao ha informacdes sobre a arquitetura dos ninhos, todas as outras espécies
constroem as células de cria em favos (P. manantlensis, P. aael®nipulchra: R
Ayala, informacéo pesafi P. tobagoensis: MJ Sommeijer, informacéo pessoal).

grupo nigriceps

Composto por trés espécies descritas (P. catamarcensis, P. nigri€eps
wittmanni) e dos terminais ainda nédo identificados. Este grupo é restrito ao sul da
regido Neotropical (Argentina, sul do Brasil e Mato Grosso do Sul). Rlelgiiceps,

P. wittmannie P. julianii Moure, 1962, também aparecem proximamente relacionadas
no estudo de Costa et al. (2003). Para Camargo & Moure (1988), provavelmente P.
julianii corresponde a P. nigriceps. Todas as espécies conhecidas deste grupo constroem

as células de cria em favos (P nigricep. julianii: Witter et al. 2007; P. wittimanni
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Wittmann 1989 P. catamarcensis: M Bernasconi, informacédo pessoal). Plebeia
nigricepse P. julianii constroem seus ninhos em cavidades pré-existentes, como em
moirdes de cerca ou ocos em arvores, enquanigttmanni nidifica em espacos entre
rochas (Wittmann 1989).

grupofrontalis

Es® grupo é formado no presente estudo por cinco espécies descritas: P.
frontalis, P. jatiformis, P. kerri, P. peruvicatedP. alvarengai, e um terminal ainda nao
identificado, P. sp. 166. A distribuicdo geografica desse grupo provavelrsent
estende do bioma Amazonico até a Costa Rica e México. Duas dasesi@scritas
aparecem em mais de uma posi¢cdo em nossa topologia, P. frefajpgruvicola. Os
terminais de P. peruvicola (codigos 101, 102 e 104) sairam muito proxineament
relacionados a espécie do norte brasileiro (Pard), P. alvarengai. Essaidadei
filogenética ja foi considerada por Moure (1994) quando descreveu peruvicola como
subespécie de P. alvarengai, que foi considerada como uma espéti pistMoure
et al. (2007). A biologia e arquitetura dos ninhos das espécies desse grupo ainda sao
desconhecidas. As informacdes existentes sdo apenas para AnigéfBr. frontalis,
gue constroem as células de cria dispostas em favos (IA Monge, informagéo pessoal).
Plebeia grapiuna

Melo & Costa (2009) descreveram esta espécie a partir de quatro rdolsos,
encontrados no campus da Universidade Estadual de Santa Cruz em [lhéuism
Camacan, Bahia. Todos os quatro ninhos foram encontrados estabelecidosag@aSam
inopinata (Mimosaceae). Essas abelhas constroem as células ele ad@ho e dados
sobre sua biologia ainda sdo escassos na literatura. Nao héa refgissasspécie fora
das areas descritas no estudo de Melo & Costa (2009).
Plebeia lucii

Plebeia lucii foi descrita por Moure (2004) a partir de colbnias mantidas
Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa-UFV. Essas abelfzas
identificadas, como varias outras espécies de Plebeia de pequesmthdae que
constroem suas células de cria em cacho, como P. minima (LAO Canfpawacao
pessodl O nome lucii € em homenageao Professor Lucio A. O. Campos (UEV)
guem forneceu o material para o Pe. JS Moure estudar. O conhecimento sobre a biologia

destas abelhas ainda é escasso na literatura.
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Plebeia molesta

Plebeia molesta é descrita da Argentina. Moure & Camargo (1989) a
consideraram proximamente relacionada a P. wittimanni, embora elestdigcatido
gue P. molesta seja mais densamente branco pilosa, 0s ocelos postejanes sis
separados entre si e o clipeo mais liso e brilhante. Aspectos hisl@gcP. molesta
ainda sdo desconhecidos, as informac¢des disponiveis sdo apenas sobrécaagms
células de cria em favos (M Bernasconi, informacéao pessoal).

Plebeia poecilochroa

Plebeia poecilochroa Moure & Camargo 1993 é descrita de GuaraparitcEspiri
Santo e no presente estudo foi coletada em Salvador-BA. E uma abethaicde
tamanho e constréi suas células de cria em favos organizados owieah estros
dados biologicos sdo apresentados por Drumond et al. (1995).

Plebeia remota

Plebeia remota é representada aqui por trés termicdietados em
Prudentopolis (PR), Curitiba (PR) e Domingos Martins (ES). A distribuicdo de P.
remota abrange o sul e sudeste do Brasil, Bolivia (Camargo & Pedro 2013), e
recentemente foi registrada para a provincia de Missiones na iAegéMlvarez et al.
2016).

Baseado em nossos resultados, este grupo necessita de revisdo taxoodmi
gue é reforcado por analises realizadas com marcadores moleculdnesarbonetos
cuticulares e morfometria (Francisco et al. 2008). O terminal coletadryiedentépolis
aparece com alto suporte (PP = 1.00; BS = 98) como grupo irméo dos demaiaitermi
Estudos anteriores ja salientaram essa distancia entre poputkcd@s remota de
Prudentopolise de Curitiba (Francisco & Arias 2010; Francisco et al. 20D&dos

sobre a biologia de P. remota € apresentado em Benthem et al. (1995)
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Figura 3: Resumo das relacfes filogenéticas do clado Plebeia com a délonitas
grupos considerados no presente estudo.
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Anexo |: Espécies que tiveram sequéncias baixadas do Genbank com o locgéde ori

de cada uma delas.
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Espécie

Local de origem

Referéncia

Grupo interno

Friesella schorottkyi
Lestrimelitta aff. limao
Lestrimelitta limao
Lestrimelitta maracaia
Plebeia droryana
Plebeia franki
Plebeia frontalis
Plebeia minima
Plebeia moureana
Plebeia sp. A
Plebeia sp. B
Plebeia sp. C

Plebeia tobagoensis

Brasil, S&o Paulo
Peru, Madre de Dios
Brasil, S&do Paulo
Peru, San Martin
Brasil Sdo Paulo
Panama

México, Puebla
Peru, San Martin
México, Chiapas
Equador, Cafar
Peru, San Martin
Peru, San Martin

Trinidade e Tobago

Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Ramirez et al. (2010)

Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)

Rasmussen & Camron (2010)

Grupo externo

Aparatrigona impuctata
Austroplebeia symei
Celetrigona euclydiana
Duckeola ghilianii
Frieseomelitta silvestri
Fieseomelitta varia
Geotrigona mombuca
Hypotrigona gribodoi
Hypotrigona ruspoli
Leurotrigona muelleri
Liotrigona madecasa
Lisotrigona furva

Melipona bicolor

Melipona marginata
Meliponula bocandei
Mourella caerulea
Nannotrigona perilamboides
Nannotrigona testaceicornis
Oxytrigona tataira
Paratrigona lineata

Partamona auripennis

Peru, San Martin
Australia, QLD
Peru, San Martin
Brasil, Amazonas
Brasil, S&o Paulo
Brasil, S&do Paulo
Brasil, S&o Paulo
Uganda, Bwindi
Camardes, Yaoundé
Brasil, S&o Paulo

Madagascar, Mahajga

Tailandia, Pathum Thani

Brasil, Minas Gerais
Brasil, Sdo Paulo

Uganda, Bwindi

Brasil, Rio Grande do Sul

México, Chiapas
Brasil, S&o Paulo
Brasil, S&o Paulo
Brasil, S&do Paulo

Peru, San Martin

Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)

Rasmussen & Camron (2010)



Partamona testacea
Ptilotrigona lurida
Scaptotrigona bipunctata
Scaptotrigona depillis
Scaura longula

Scaura latitarsis
Schwarzula coccidophila
Schwarzula timida
Schwarziana quadripunctata
Tetragona ziegleri
Tetragonisca angustula
Tetragonisca weyrauchi
Trichotrigona extranea
Trigona fulviventris
Trigona spinipes
Trigonisca buyssoni

Trigonisca townsendi

Peru, San Martin

Peru, San Martin

Brasil, S&o Paulo

Brasil, S&o Paulo

Peru, San Martin

Peru, San Martin

Peru, San Martin

Peru, San Matrtin

Brasil, S&o Paulo

Costa Rica, Guanacaste
Peru, San Martin

Peru, Madre de Dios
Brasil, Amazonas
México, Chiapas

Brasil, S&o Paulo

Costa Rica, Guanacaste

Peru, Tumbes
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Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)
Rasmussen & Camron (2010)

Rasmussen & Camron (2010)
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mistos.
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Anexo V: Inferéncia Bayesiana do fragmento génico ArgK.
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Anexo VI: Inferéncia Bayesiana do fragmento génico Opsin.
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Anexo VII: Inferéncia Bayesiana do fragmento génico 168S.
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CAPITULO 2

Tempos de divergéncia e biogeografia histérica do clado PlékhgHymenoptera:
Apidae, Meliponini)

Hugo A. Werneck

Resumo: Meliponini sdo abelhas altamente eussociais e importantes pdtrezados
ecossistemas onde ocorrem. Atualmente, possuem distribuicdo pantroproal
registros em algumas regides subtropicais. Registros fosseis sugeeeMeliponini

tenha ocupado as regides Neartica, no final do Cretdceo, e Palearacde dor
Paleogeno e inicio do Neogeno. O inicio da diversificacdo de Malipamda é
controverso, embora estudos anteriores tenham estimado para o final do Cretaceo
superior. No presente estudo, nés utilizamos uma ampla filogenidaldvieliponini

com datacdes moleculares utilizando fésseis como pontos de @diboague permitiu

inferir sobre o inicio da historia evolutiva de toda a tribo, além amséruir a historia
biogeografica do clado Plebeia. Nossos resultados apontam a América cantul
centro de origem das abelhas sem ferrdo durante o Maastrichtiano no finat&ceGr

(ca 70 Ma). O clado Plebeia se originou na sub-regido Paranaense duddigteceno

(ca 28 Ma), com as primeiras dispersdes para a Amazonia e México dunaitie do
Mioceno, e posteriores dispersdes para a Amazonia, sub-regido Chaquenh& Bomin
Pacifico e Mesoamericano durante o Tortoniano (ca 10 Ma). E, por fim, nossos dados
também sugerem que elementos da fauna sul-americana de Meligodispsrsaram

da regido Neotropical para a Neartica muito antes das datasadssi para o
fechamento do Istmo do Panama, o que reforca a hipotese de rotas tracasaani

inicio do Mioceno.

INTRODUCAO

Meliponini sdo abelhas altamente eussociais, com colénias pe@mssuidas
em cavidades pré-existentes ou expostas (Michener 1974, 2007; Wille 1983).
processo de enxameacao é gradual e demorado, o que limita a capacidiagerd&o
no espaco e no tempo (Wille & Orozco 1974; Wille 1983). Essas abelhas constituem um

importante componente da fauna de onde ocorrem por serem polinizadores da maioria
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das angiospermas (Heard 1999). Atualmente, as abelhas sem ferrdo possuem
distribuicdo pantropical com algumas ocorréncias nas areas subtropivaisa(8t al.

2002; Michener 1979, 2007; Rasmussen & Cameron 2010). No entanto, registros
fosseis sugerem que Meliponini tenha ocupado as regibes Neartica, haldina
Cretaceo, e Paleartica durante o Paleogeno e inicio do Neogeno (EMjehé&ner

2013a, b). Na regidao Neotropical sédo reconhecidos 32 géneros viventes comecerca
420 espécies descritas (Camargo & Pedro 2013), enquanto no Brasil sdo descritos 29
géneros com 240 espécies com nomes validos (Camargo & Pedro 2013; Pedro 2014).

A historia evolutiva de Meliponini é discutida desde a metade doos&elle
ainda é controversa. Uma das primeiras hipGteses sugeriu que essas taelim
surgido na América do Sul, provavelmente no final do Paleoceno (Kerr & Ia648.

Em seguida, Wille (1979) propds que Meliponini teria surgido na Africa, entrelo fina
do Cretaceo e inicio do Paleogeno. Camargo & Wittmann (1989) propuseram uma
origem no Gondwana, no inicio do Cretaceo. No entanto, esses primeiros estudos fora
baseados em caracteres morfolégicos e no registro fossil, e ndo dispunh@mma de
filogenia robusta com densa amostragem dos taxons em todas as regidegéteia

de Meliponini.

Com o advento do uso de sequéncias de DNA para as reconstrucoes
filogenéticas, foi possivel avangar nos estudos das relacdes ewobriiva as abelhas
(Danforth et al. 2012). Sendo assim, datacdes moleculares recentesapasend
filogenias robustas com abordagem Bayesiana, estimaram que o indoverd#icacao
de Meliponini ocorreu ap0s a separacdo do Gondwana no final do Cretdcecahdecer
70 Ma (Martins & Melo 2016), ou no Gondwana, enquanto os continentes africano e
sul-americano ainda estavam conectados, no inicio do Cretdfpexos entre 81 e 95
Ma (Rasmussen & Cameron 2010). Contudo, ainda ha lacunas sobre o inicio da histéria
evolutiva dessa tribo.

Embora haja uma ampla filogenia para as abelhas sem ferréo hdenivido,
estudos infragenéricos ainda sdo escassos. Os génésdremaestudados nesse sentido
sédo Geotrigona (Camargo & Moure 1996), Partamona (Camargo & Pedro 2003; Pedro
& Camargo 2003), Ptilotrigona (Camargo & Pedro 2004), Trigona (Rasmussen &
Cameron 2007; Rasmussen & Camargo 2008), Melipona (Ramirez et al. 2010) e
Plebeia (Capitulo 1). Entretanto, com exceg@®lebeia, Trigon& Melipona, todos os
outros estudos citados foram baseados em dados morfologicos e carecemdas datac

moleculares para estimar as datas de divergéncia entre as espécies.
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Registro fassil para Meliponini

Na literatura séo descritos cerca de 190 fésseis de abelbds,a€retaceo até
0 Mioceno (Michez et al. 2012). Para Meliponini sdo conhecidas 11 espésseis
distribuidas em seis géneros extintos: Cretotrigona Engel, 2000 do Gyetace
Kelneriapis Sakagami, 1978, Liotrigonopsis Engel, 2001 e Exebotrigona Engel
Michener, 2013 do Eoceno; além de Proplebeia Michener, 1982 e Meliponbogies
1896 do Mioceno (Engel 2001; Engel & Michener 2013a). Surpreendentemente,
Cretotrigona prisca (Michener & Grimaldi, 1998) é o fossil de corbiculaale amtigo
e mais completo conhecido at¢é o momento (Engel 2000). O féssil de abaitha
comum e melhor estudado é Proplebeia dominicana (Wille & Chandler, 1964), do
ambar da Republica Dominicana.

Ainda que haja relativa abundancia nos registros fosseis existentg@s pa
Meliponini, o posicionamento de muitos deles ainda é incerto, o que restrimgp da
maioria como pontos de calibracdo para datacdes moleculares. $2ss fosais
comumente utilizados sado Proplebeia dominicana, Kelneriapis eacéKener-
Pillault, 1970)e Cretotrigona prisca (Rasmussen & Cameron 2007, 2010; Cardinal et
al. 2010; Cardinal & Danforth 2011; Martins & Melo 2016). Comentarios sobre 0s
fésseis utilizados como pontos de calibracdo no presente estudo ssentapies na

secdo de Materiais e Métodos.

O clado Plebeia (sensu Capitulo 1)

Esse é um grupo interessante do ponto de vista evolutivo, composto pelo género
polifilético Plebeia e pelos géneros monofiléticos Friesellastrimelitta (Capitulo 1).
De acordo com os estudos que incluiram espécies desse cladomatr&jeeste clado
teria cerca de 28 Ma e a linha Plebeia (sensu Melo 2016) cerca de(Basviaussen &
Cameron 2010). Proplebeia dominicana tem sido utilizado para calibrar dPdédmna
(Rasmussen & Cameron 2010) e clados que contém Meliponini Neotropicais (Cardina
et al. 2010; Ramirez et al. 2010; Matrtins et al. 2014; Martins & Melo 2016).

O género Plebeia esta amplamente distribuido na regido Neotropical. Uma
hipotese filogenética para esse género é apresentada pela pviezeira Capitulo 1,
gue considera dois claddsgll) para Plebeia, com Friesekd estrimelitta entre eles.
Os grupos minimae moureana ndo sdo considerados como pertencentes ao género
Plebeia e um estudo sobre a taxonomia deles esta em andamento (Wérdebleld

GAR, dados nao publicados; Capitulo 1). Dados sobre as espécies e a distribuicao
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geografica de cada grupo desses clados sdo apresentados no Capitutliniklittas

estda amplamente distribuido na regido Neotropical, composto por 23 esspéci
cleptobidticas (Camargo & Pedro 2013; Marchi & Melo 2006) e seu posicionamento
como grupo irméo do cladib de Plebeia é discutido no Capitulo 1. Friesella € um
género monotipico restrito ao estado do Paranéa e a regido sudestsidfCBmargo &
Pedro 2013).

No presente estudo nés apresentamos uma ampla filogenia datada da tribo
Meliponini e uma reconstrucdo de sua historia biogeografica, de forma qunefédtias
inferéncias sobre quando e onde a evolucdo dessa tribo teve iniciogldaseds
demos maior énfase as datas de divergéncia e a historia biogeodpéfledo Plebeia
Nossos resultados reforcam a necessidade de uma nova classificac@ogpasao
Plebeia e contribuem para o entendimento da evolucdo de todo o grupo wapdaest
Consequentemente, o0 presente estudo constitui a primeira tentativaodstrugc a
histéria evolutiva do clado Plebeia no espaco e no tempo.

MATERIAIS E METODOS

Analises filogenéticas

Para as reconstrucdes filogenéticas foi utilizado o0 mesmo conjurdedies
concatenados do Capitulo 1. Os alinhamentos das sequéncias ecasdds dados
seguem como no Capitulo 1. A Inferéncia Bayesiana foi realizada noose®PRES
Science Gateway online (Miller et al. 2010) com o programa MrBayes v.3.2.1 (Ronquist
et al. 2012). NOs utilizamos duas corridas independentes, cada uma ctm qua
replicacdes das Cadeias de Markov Monte Carlo (MCMC). Foram utilizadas 30.000.000
de geracbes da MCMC, com as arvores sendo amostradas a cada 1.008.ga&racte
convergéncia das cadeias de MCMC foi verificada no programa Tracer v.1.5 (Rambaut
& Drummond, 2009). Foram excluidas 25% das geracfes iniciais de MCMC e o
restante foi utilizado para calcular uma arvore consenso. A frequéncélaeamo no
consenso de maioria representa o valor da probabilidade posterior (PP zomposter
probability) da inferéncia Bayesiana. Todas as arvores foram ediadpsograma
FigTree v. 1.3.1 (Rambaut 2009).
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Datacdo molecular

Os tempos de divergéncia foram estimados utilizando o mesmo conjunto de
dados concatenados, tendo sido particionados da mesma forma como na anferénci
Bayesiana. As andlises foram realizadas com abordagem Bayes@na
implementado no programa BEAST 2.4.0 (Bouckaert et al. 2014) no servidor CIPRES
Science Gateway online (Miller et al. 2010). Para todas as andesitilizamos o
modelo de reldgio molecular Relaxed Clock Log Normal, o qual permitagjtaxas de
evolucao variem entre os varios ramos da arvore (Drummond et al. 2006). © awdel
substituicdo de nucleotideos foi GTR+G+I para todas as particdes, al@mcdeso de
Yule como probabilidade a priori para as arvores, que € um modelo de especEa;ao
apropriado para filogenias entre espécies (Drummond & Rambaut 2007).

Noés realizamos uma série de analises preliminares com o0 aupnegtessivo
das geracbes da MCMC, entre 60.000.000 e 240.000.000, com as calibragcdes feitas por
meio de registro fossil (ver descricdo abaixo). A partir dos resultados ipegts, nos
percebemos que havia algumas inconsisténcias quanto as datasl&stpara o ponto
calibrado com Proplebeia dominicana. Dessa forma, buscando avaliecisdo das
estimativas e minimizar as incertezas quanto a idade des$eram, realizadas duas
analises, uma utilizando distribuicdo LogNormal e outra utilizanddkdigzdo Normal
para esse ponto de calibragdo. A distribuicdo LogNormal restringe foteerama
idade minima para o ponto calibrado, o que é dado a partir da idade esiaraada
fossil, aléem de permitir uma incerteza unidirecional nos tempasvdegéncia (Ho &
Phillips 2009). Nessa primeira andlise (D1), o n6 calibrado com P. dominicana
estimado com uma idade muito mais antiga (31.9 Ma, 95% HPD = 24.9-39.doMa)
gue a idade estimada para o féssil (15-20 Ma,), isSO em comparacao ©uiToss
pontos de calibracdo utilizados. Assim, nos realizamos uma segunda éDa)isna
qgual a unica diferenca da D1 foi a utilizacdo de uma distribuddonal como
probabilidade a priori para este ponto de calibracdo. A distribuicdo nosimaética,
com a maior densidade de probabilidades concentrada em torno da média, o que permite
uma incerteza bidirecional para a estimativa dos tempos de diviergeinc& Phillips
2009). A justificativa e comentarios sobre cada fossil utilizado comoo pdet
calibracao no presente estudo é feita a seguir.

Tendo os dois esquemas (D1 e D2) estabelecidos, nos realizamosises anél
finais da seguinte forma: foram utilizadas duas corridas paraleladp sama com
240.000.000 de geracbes da MCMC e a outra com 120.000.000. As duas corridas foram
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combinadas no pacote LogCombiner, como implementado no BEAST, totalizando
360.000.000 de geragbes da MCMC utilizadas para o presente estudo. Os valores de
ESS e dos demais parametros estimados nas andlises foram verificgoiagrama

Tracer v.1.5 (Rambaut & Drummond, 2009). Por fim, foi construida uma arvore com a
méxima credibilidade dos clados (maximum clade credibility)tremm o pacote
TreeAnnotator, como implementado no BEAST, com a exclusdo de 25% das geracdes

iniciais.

Pontos de calibragdo com fosseis

Embora existam 11 fésseis de Meliponini descritos na literatura (Eagel
Michener 2013a, b), nés decidimos utilizar trés, com base na confiabilidade das
inferéncias taxondmicas e filogenéticas para as relacbfes com ssgeerdes e nas

datacBes dos estratos estratigraficos atribuidas a cada um deles.

Calibracéo 1

Cretotrigona prisca (Michener & Grimaldi 1988)ma Unica operaria foi
encontrada em ambar produzido por espécie extinta de TaxoddeKaeora, Nova
Jersey, Estados Unidos (Michener & Grimaldi 1988a, b; Engel 2000; MicheBegél
2013a). Esse fossil foi inicialmente atribuido ao género Trigona, baseado na presenca da
area sedosa na superficie interna do basitarso posterior, entre outrosrasract
(Michener & Grimaldi 1988a). Engel (2000) transferiu T. prisca para 0 novo género
Cretotrigona e o considerou filogeneticamente proximo ao género africano Dactylurina.
Michener & Grimaldi(1988b) considerarar@. prisca como sendo do Campaniano (ca
80 Ma), baseado em andlises quimicas comparadas com outros ambaresndo me
local. Grimaldi (1999) fornece evidéncias de que C. prisca € do final do Cretackn, id
gue corresponde ao Maastrichtiano (66-72.1 Ma).

A posicao filogenética de C. prisca e sua idade ainda séo discutilitasatara.
NOs consideramos esse fossil como sendo do Maastrichtiano, no finaket@zedr
baseado em Grimaldi (1999), Engel (2000) e Engel & Michener (2013a, b). Em relacéo
a posicao filogenética de C. prisca, n0s consideramos que essesdogsitie ser
colocado no no6 ancestral de todos os Meliponini viventes, 0 que segue&o piesi
Rasmussen & Camerdi2010), Cardinal et al. (0) e Cardinal & Danforth (2011).
Uma distribuicdo LogNormal, com Mean = 1.5, Stdev = 0.7 e offset = 66 &plfoada

para as analises D1 e D2.



58

Calibracao 2

Kelneriapis eocenica (Kelper-Pillault, 196®sse fossil foi descrito do ambar
Baltico, datado do Lutetiano do Eoceno (44.1 + 1.1 Ma). Kelper-Pillasltreleeu
Hypotrigona eocenica em 1969 (ver Engel 2001), que foi transferida para &piseri
como subgénero de Tetragonula por Sakagami (1978). O nome Kelneriapis foi usado
no nivel de género pela primeira vez por Michener (1990), no entanto, o autor nao fe
associacao com a espécie tipo, sendo Engel (2001) o primeses esta combinacéao.

Entre as espécies viventes de Meliponini, Kelneriapis se aproxiais. de
Hypotrigona da Africa, principalmente por ambos possuirem a parte posieriiiia
posterior arredondada, porém diferem devido ao fato de Kelneriapis possuir toescute
projetado sobre o metanoto e propddeo, a auséncia de dentes na maratiydal &o
curto e em declive (Engel, 2001). No presente estudo, esse féssil fmaddtilpara
calibrar o clado do Velho Mundo. Uma distribuicdo LogNormal, com Mean = 1.47,
Stdev = 0.75 e offset = 45.0, foi utilizada nas anélises D1 e D2.

Calibracéo 3

Proplebeia dominicana (Wille & Chandler 196Bescrito originalmente como
Trigona dominicana, foi o quinto fossil de Meliponini descrito e o primggr@mbar
Dominicano (Wille 1977). Inicialmente, foi filogeneticamente relacionadagénero
africano Liotrigona Moure, 1961. Moure & Camargo (1978) transferiralominicana
para o género vivente Plebeia, baseando-se principalmente nas snamzralas do
clipeo e area supra-clipear, mandibulas, labévea malar menor do que o didmetro do
flagelo, além de caracteristicas das asas. Michener (1982), apdgsaxd4 pecas de
ambar de Santo Domingo na Republica Dominicana e comparar comesspeentes
de Liotrigonae Plebeia, propds Proplebeia (como subgénero) para acomodar os fosseis
descritos originalmente como T. dominicana. Proplebeia foi elevado daaigénero
baseado, principalmente, na margem posterior da superficie interitaadposterior,
rastelo, penicilo e veia M da asa anterior (Michener 1990). O staty@néeo ainda é
mantido (Camargo & Pedro 2013).

A idade do ambar Dominicano foi durante muito tempo interpretada de forma
controversa. Sanderson & Farr (1960) inicialmente consideraram como sendo do
Oligoceno. No entanto, analises estratigraficas dataram enté&cio € o0 meio do
Mioceno (15-20 Ma) (Iturralde-Vinent & MacPhee 1996). Sendo assim, esgiaée

considerada no presente estudo para Proplebeia dominicana.
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As datagcbes moleculares que utilizaram P. dominicana como catilbté&ga
normalmente colocado esse fdéssil como ancestral da linha Plebeia (Rasndus
Cameron 2010) e géneros relacionados (Ramirez et al. 2010). De acordo com as
caracteristicas especificas de P. dominicana, € mais provavelsajae mais
proximamente relacionado ao clado Plebeia (sensu Melo 2016 e Capitulddihdexc
0s géneros Nannotrigona, Schwarzigidourella. Contudo, o presente estudo utilizou
P. dominicana para calibrar o clado Plebeia. Uma distribuicdo LogINaroma Mean
= 1.5, Stdev = 0.7 e offset = 15.0, foi utilizada na analise D1. Para aeab&j foi

utilizada uma distribuicdo Normal com Mean = 0, Sigma = 5 e offset = 15.0.

Inferéncias Biogeograficas

Como conjunto de dados, inicialmente nés utilizamos a matriz compdeten
nas andlises filogenéticas e no BEAST e codificamos a distibdie cada terminal da
seguinte forma: A) América do Sul, B) América Central e México; reptardo o
clado do Novo Mundo (sensu Rasmussen & Cameron 2010); e C) Velho Mundo (sensu
Rasmussen & Cameron 2010), representando as espécies que ocorrem nadsdegides
Malaia, Australasia e Afro-tropical. Dessa maneira, foi possétghar a area ancestral
para todos os grandes clados de Meliponini. Em seguida, nés codificamobaichst
dos terminais apenas para o clado Plebeia, baseado nas regjéraliz@geograficas
para a regido Neotropical de Morrone (2010, 2014), da seguinte forma: A) Dominio do
Pacifico, B) Sub-regido Amazbnica, C) Sub-regido Chaquenha, D) Sub-regido
Paranaense, E) Zona de transicdo Sul-Americana, e F) Dominio Mesaameric
Apenas o terminal Plebeia_emerina_157 foi considerado como sem informeagéo, d
a incerteza do local de origem da colénia coletada (ver Capituloslinféréncias
biogeograficas foram realizadas no programa RASP v3.2 (Yu et al. 2015), com o
método BBM (Bayesian Binary MCMC), a partir do conjunto de 1.000 arvores
extraidas das analises do BEAST. O método BBM permite inferir sadoestral de
cada no da arvore por meio de abordagem Bayesiana com o uso da MCMGQCa(Yu et
2015).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises filogenéticas

A arvore gerada nas analises de Inferéncia Bayesiana € apresenfauzxo |.
Todos os grandes clados de Meliponini foram recuperados no presente estug@oncomo
hip6teses anteriores para a tribo (Costa et al. 2003; Rasmussen & Cameron Z0)07, 20
O clado Neotropical € monofilético (PP = 1.00) e apareceu como grupo irncfaddo
do Velho Mundo, formado por espécies das regides Afro-tropical, Austral&sim-e
Malaia (PP = 1.00). A maioria dos géneros foi recuperada como monofilébico,
excecao de Plebeia, ScaueaTrigonisca, como confirmado por estudos anteriores
(Rasmussen & Cameron 2010; Capitulo 1).

O clado Plebeia, recuperado como monofilético, € composto pelosogéne
monofiléticos Friesellee Lestrimelitta e pelo polifilético Plebeia. A Unica diferenca
entre a filogenia Bayesiana e o0 cronograma gerado no BEAST foi quanto ao
posicionamento de Plebeia emerina, que no Capitulo 1 foi incluida no grugardror
No nosso cronograma, P. emerina saiu como grupo irmao dos grupos dreryana
variicolor, com alto suporte (PP = 1.00; Figura 1 e Anexo [). Os outros grupos
considerados no Capitulo 1 se mantiveram consistentes. Os grupos eimaguaeana
ndo sdo considerados como pertencentes ao género Plebeia e um estudo sobre sua
sisteméatica e taxonomia esta em andamento (Werneck HA & M&R, @ados nédo
publicados; Capitulo 1). Uma discussédo sobre o status atual da scsedwatlado
Plebeia é feita no Capitulo 1.

Datacdo molecular

Comparacéo entre as analises D1 e D2 para as datas estimagas o ponto
calibrado com Proplebeia dominicana:
Os dois esquemas de datacdo (D1 e D2) resultaram em topologiasasiéhd
datas estimadas foram semelhantes para os pontos de calibracaol(Faneao 1),
com diferengas entre os intervalos de confianca (95% HPD) (Tabelgehas o ponto
calibrado com K. eocenica se comportou de forma idéntica nas duas andlises. Esse féssi
tem sido usado com frequéncia em datacdes que incluiram Meliponinin@atal.
2010; Rasmussen & Cameron 2010; Ramirez et al. 2010; Cardinal & Danforth 2013;
Martins et al. 2014; Martins & Melo 2016). A analise com distribuic@aontl (D2)
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estimou uma idade mais recente para o ponto calibrado com andaithea de P.
dominicana do que a andlise com distribuicdo LogNormal (D1), além de rpossui
intervalos de confianca (95% HPD) menores (Tabela I). No entanto, ambagastin

inicio da diversificacdo do clado Plebeia para o inicio do Oligocencayeimwente no
Rupeliano (Figura 1). Consequentemente, nés consideramos que D2 € a hipitese ma
confidvel, baseado nos intervalos de confianga e nos valores de ES5 Rhibips

2009; Sauquet 2013; Drummond & Bouckaert 2015), de forma que essa sera a analise

utilizada no presente estudo.

Tabela I: Comparacdo entre as datas de divergéncia estimadas nas duses anali
realizadas no presente estudo (D1 e D2).

mrcatime  Cretotrigong mrcatime Kelneriapid mrcatime  Proplebeit

prisca eocenica dominicana
Andlises D1 D2 D1 D2 D1 D2
Média da| 71.2 70.0 48.2 48.2 32.0 28.5
idade
estimada
(milhdes de
anos)

Intervalo 66.6-78.0 66.6-74.9 | 45.4-52.1 45.4-52.1 | 24.9-39.1 23.4-33.5
95% HPD

(milhdes de

anos)

ESS 12187.4633 15116.4705 15256.0051 13455.2932 4640.8393 6254.3804
Desvio 3.4 2.5 1.9 1.9 3.6 2.6
padrédo

Erro padrdo | 0.03 0.02 0.01 0.01 0.05 0.03

Datas de divergéncias na tribo Meliponini

A idade da raiz de Meliponini, calibrada com Cretotrigona prisca (66 Ma), foi
estimada em 70 Ma (95% HPD = 66.6-74.9 Ma) pela D2, o que correspondéntd ao
do Cretaceo superior (Figura 1). Essa data implica em um cenaricatierao
colocado por Rasmussen & Cameron (2010), que estimaram entre 81 e 95 Ma. Todavia,
estudos baseados em fésseis (Engel & Michener 2013a) e em dados anedecul
(Martins & Melo 2016) estimaram o inicio da diversificacdo de Melipopara a
transicdo entre o Campaniano e o Maastrichtiano (ca 68 Ma) do fiakthreo, o que
reforca a hipétese proposta aqui. Essas diferencas geram impactaenaetacoes
sobre a histéria evolutiva da tribo e serdo discutidas a seguir. Adoastado
Neotropical foi estimada em 66.4 Ma (95% HPD = 54.5-72.5 Ma), enquanto a base do
clado do Velho Mundo foi estimada em 54 Ma (95% HPD = 48-61 Ma). Ambas

estimativas diferem das inferidas por Rasmussen & Cameron (2010), que apontaram
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datas mais antigas do que as aqui estimadas. Porém, o0s autores cer@nndis
intervalos de confianca (95% HPD), o que impede uma comparagdo maga preci
(Sauquet 2013).

O fato da raiz de Meliponini ser estimada em 70 Ma e o clado do Mardo
ter uma data de inicio de diversificacdo mais antiga do que o cladelldo Mundo,
sugere que as abelhas sem ferrdo tiveram o inicio de sua histiltiiva na regiao
Neotropical. Esses resultados trazem a tona discussdes sobre hipotgEsetas
anteriormente, por estudos baseados na comparacéo da diversidade deesdpgeiss
areas de ocorréncia, dados citogenéticos, morfologia e registro fossil&Kdaule
1964). No entanto, nés discordamos de Kerr & Maule (1964) quanto a data de
Meliponini, que, para eles, seria no inicio do Eoceno (ca 58 Ma). Madateznente,
Martins & Melo (2016) utilizaram uma ampla filogenia molecular papgnae e
apontaram o inicio da diversificacdo dos corbiculados na América do Sul, nddinal
Cretaceo. Portanto, nossos dados reforcam a hipotese de que Meliponini carsecou
diversificar na regido Neotropical durante o Maastrichtiano, no fin@lrdtaceo (ca 70
Ma).

Datas de divergéncias no clado Plebeia

Nossos resultados estimaram a idade do ancestral comum mate decdinha
Plebeia em 35 Ma (95% HPD28-41 Ma), o que corresponde ao Priaboniano, no final
do Eoceno. A linhagem de Nannotrigona divergiu da linhagem ancestral delldMeure
Schwarziana ha 31 Ma (95% HPD = 22-45 Ma). Nosso cronograma apontastrance
comum mais recente do clado Plebsim 28.5 Ma (95% HPD = 23.5-34 Ma). O Unico
estudo que nos permite uma comparacao direta com nossos dados é o de R&musse
Cameron (2010), que obteve uma estimativa semelhante a nosaabBsos estudos,
0 inicio da diversificacdo desse clado se deu no Rupeliano do Oligoceno.

Os terminais do género monotipico Friesella inseridos em nossaseartélin
seu ancestral comum mais recente estimado em 5.8 Ma (95% HPD = BI& & %ua
linhagem ancestral divergiu da linhagem de Lestrimelitta dodlade Plebeia ha cerca
de 26.5 Ma (95% HPD = 21-31.5 Ma). Friesella foi descrito por Moure (1946) e
posteriormente considerado como subgénero de Plebeia (Moure 1951, 1961), ou até
mesmo como uma espécie de Plebeia (Michener 1990), até CamargiyoS(F392)
considerarem o status de género novamente, o que € confirmado por dados moleculares
(Costa et al. 2003; Rasmussen & Cameron 2010; Capitulo 1).
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O ancestral comum mais recente entre 0 género cleptobiotiaimedita e o
cladoll de Plebeia foi estimado em 21.5 Ma (17-26 Meajue corresponde ao inicio
do Mioceno. Nossos resultados indicam que esse comportamento surgiu apenas uma vez
no clado Plebeia. O outro género cleptobittico é Cleptotrigona da Afriicdneiver
1979; Eardley 2004; Roubik 2006), que provavelmente utiliza espécies de Hypotrigona
e Liotrigona como hospedeiros (Michener 2007; Eardley 2004). De acordo com
Camargo & Pedro (2007), Trichotrigona extranea ndo constréi potes de alinmemo e
estoca alimento, as operarias tém livre acesso as colbnias h@spedpie
provavelmente sdo espécies de Frieseomelitta que ocorrem na mesma ardarrbassa
esses autores consideram T. extranea parasita social deofektta, e ndo uma
cleptobidtica. Embora Cleptotrigona nédo esteja incluido no presente esteto
estudos anteriores (Costa et al. 2003; Rasmussen & Cameron 2007, 2010; Ramirez
2010), tudo indica que o habito cleptobiodtico evoluiu mais de uma vez nadri&o
auséncia da maioria dos pélos do corpo e das corbiculas, como em dligtstran

Cleptotrigona, seja resultado de convergéncia evolutiva.
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Figura 1. Cronograma da Tribo Meliponini baseado na inferéncia Bayesiana com
implementacdo do relégio molecular relaxado (Relaxed Molecular Clockndlése

D2. Os numeros indicam os pontos de calibragdo com fosseis utilizado®esente
estudo: 1) Cretotrigona prisca, com idade minima restringida a 6@mlaistribuicdo
LogNormal; 2) Kelneriapis eocerd, com idade minima restringida a 45 Ma com
distribuicdo LogNormal e 3) Proplebeia dominicana, com idade estimadl5 Ma
com distribuicdo Normal. As barras azuis sobre os nés representamrealostele
confianga com 95% HPD (High Posterior Denjsity

Biogeografia

Os resultados das analises de BBM no RASP para a tribo Meliponinip com
primeiro esquema de codificacao de areas, estdo sumarizados na Figurasilt@dos
para o clado Plebeia, com as codificacdes de areas da regido Nebbapszaio em

Morrone (2010, 2014), estdo sumarizados na Figura 3.

Quando e onde a historia evolutiva de Meliponini teve inicio?

As reconstrucdes biogeograficas do presente estudo suportam um cenario para o
inicio da diversificacdo de Meliponini na América do Sul (62%) mais prodavegue
no Velho Mundo (38%). Nossos resultados também suportam um evento de dispersao
h& cerca de 70 Ma (95% HPD = 66.6-74.9 Ma) como o principal evento do inicio da
histéria evolutiva das abelhas sem ferrdo. Estudos anteriores apoataeaorigem no
continente Gondwana com um evento de vicariancia responsavel peilm dai
evolucdo dos Meliponini (Michener 1979; Camargo & Wittmann 1989; Rasmussen &
Cameron 2010). Entretanto, para uma origem gondwanica, seria necessario que
houvesse ligacdo entre os continentes sul-americano e africano @tengreds no
Campaniano do Cretaceo (ca 70-83 Ma), o0 que remonta a data estimada pasBasmu
& Cameron (2010) para a tribo. No entanto, estudos recentes sugerem que O0S
continentes africano e sul-americano ja estavam totalmenteadepano final do
Cenomaniano, inicio do Cretaceo superior (ca 100 Ma) (Jokat et al. 2003; Upchurch
2008; Wilf et al. 2013; Scotese 2016).
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clado Novo Mundo

clado Velho Mundo

70 60 50 40 30 20 10 0
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Figura 2: Cronograma da tribo Meliponini com o resultado da andlise BBM (Bayesian
binary MCMC) implementada no RASP. O gréfico em pizza mostra a prolaaleilib
ancestral comum mais recente de Meliponini ter ocupado a Américal §62%, em

verde) ou o Velho Mundo (38%, em preto). Os dois grandes clados foram colapsados
para facilitar a visualizac&o. As linhas tracejadas indicatatas estimadas para a base

de Meliponini (70 Ma), clado Novo Mundo (66 Ma) e clado Velho Mundo (54 Ma).

A hipotese de que as abelhas sem ferréo iniciaram sua divedsifica América
do Sul ja foi proposta anteriormente (Kerr & Maule 1964). Estudos recentes sobre
Apinae, baseados em dados moleculares, apontam que o inicio da divarsifloag
corbiculados se deu na América do Sul (Hedtke et al. 2013; Martih®61.4; Martins
& Melo 2016). Embora esses estudos ndo tenham feito uma ampla disqissio s
Meliponini, eles nos indicam uma origem sul-americana para as alselims$errao.
Esse cenéario demanda uma explicacdo de como Meliponini ocupougiéssre
Afrotropical, Autralasia e Indo-Malaia, chegando a uma distribuicdo pardiammo
nos dias de hoje. A primeira possibilidade seria a existéncia deaiende dispersao
pela América do Norte via Atlantico Norte, o que ja foi proposto paethas para o
final do Cretaceo (Martins & Melo 2016) e inicio do Eoceno (Praz & Packer 2014), bem
como para outros organismos, como primatas (Smith et al. 2006), duranteno.Eoce
Uma outra possibilidade é a rota via Estreito de Bering, que editpp@nivel até por
volta do Lutetiano do Eoceno (ca 47 Ma) (Sanmartin et al. 2001) e foi documentada
como rota para outros taxons de abelhas (Hines 2008; Rehan et al. 2010e8ativy
2013; Praz & Packer 2014), bem como para vertebrados (Guo et al. 2012; Li et al. 2015)

e angiospermas (Donogue et al. 2001).



67

Evidéncias do registro fossil fornecem pistas sobre a paleodistribuicdo de
elementos da fauna extinta de Meliponini, 0 que auxilia nas inferénciasgcim da
diversificacdo da tribo. O fossil mais antigo das abelhas sem feCr@botrigona
prisca, do ambar de Nova Jersey, € datado do final do Cretaceo (ca 66 Ma) (Michener &
Grimaldi 1988a, b; Engel 2000), idade semelhante ao estimado por nés para danici
diversificacao do clado Neotropical. Provavelmente, elementos da linhagem Nebtropi
também ocupavam a regido Neartica na transicdo do Cretaceo paemgeRal Além
disso, a presenca de Kelneriapis eocenia (Engel 2001; Engel &ridick@13a, b), do
ambar Baltico (ca 45 Ma), e de Exebotrigona velteni Michener & Er§dl3, do
ambar de Lioning na China (Michener & Engel 2013b), datado do Ypresiano do Eoceno
(50-53 Ma) (Wang et al. 2014), sao fortes evidéncias de que Meliponini ocgzade
parte da regido Paleartica. Uma distribuicdo tdo ampla em sedéenédia latitude
pode ter sido favorecida pelo Maximo Termal do Eoceno (ca 55 Ma), (gsd@aalo
com rapidas mudancas da fauna em todo o mundo (Blois et al. 2013). Meliponorytes, no
ambar da Sicilia, Italia, datado do Mioceno, também reforca adistebuicdo de
Meliponini. O fato de haver um féssil na Italia apenas do Mioéedevido ao fato de
gue essa regido esteve alagada até pelo menos o Oligoceno (caMa3-FEcotese
2016).

Portanto, baseado em nossas datacdes moleculares e reconstrucGessdas a
ancestrais, foi possivel inferir sobre os padrées biogeograficos de MelipoogsiosN
dados néo suportam a hipotese de Meliponini ter comecado sua historivaamhda
no Gondwana. Os registros fosseis constituem outra evidéncia contgaotaséi
gondwanica, principalmente por ser menos parcimonioso explicar a ocorrénCia de
prisca no ambar de Nova Jersey ha cerca de 66 Ma. A questdo sapanidieler se
dispersado via Estreito de Bering ou via Atlantico Norte ainda conéimuaberto. No
entanto, a descoberta de novos fésseis pode auxiliar em novas eluciddyéea s

histéria evolutiva das abelhas sem ferrao.

Por onde andou o clado Plebeia nos ultimos 28 milhdes de anos?

Nossos resultados do BBM indicam alta probabilidade (81%) para o inicio da
diversificacao do clado Plebeia na sub-regido Paranaense, que corresponde ataalmente
grande parte do bioma Mata Atlantica, para o final do Paleogeno (28.5 gaa(Bj).
Igualmente, os géneros Friesella e Lestrimelitta também possua area ancestral

inferida para a sub-regido Paranaense (100%). De acordo com nossos resultados,
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Friesella permaneceu na sub-regido Paranaense com dispersfess rpaemta sub-
regido Chaquenha. Embora nossos resultados indiqguem que Lestrimelittacanseg
diversificar na sub-regido Paranaense, nossa amostragem ndo permi@mpiaa
discusséo sobrewa historia biogeografica. No entanto, informacdes sobre a taxonomia
e distribuicdo geografica das espécies brasileiras podem ser encoetral&schi &
Melo (2006).

O cladol de Plebeia, composto pelos grupos minemaoureana (Capitulo 1),
tem o inicio de sua historia evolutiva ainda incerto. De acordo com shassdises, 0
ancestral comum mais recente desses grupos pode ter ocupado adgsuBmegonica
(46%) ou o Dominio Mesoamericano (44%) ha cerca de 21 Ma (95% HPD = 16-25.5
Ma), o que corresponde ao inicio do Mioceno na idade Aquitaniana. Entretanto, o
evento de cladogénese mais antigo do cla@@@ 18 Ma) ocorreu no grupo minima na
sub-regido Amazobnica (100%) (Figura 3). Esses dados sugerem que a linhagem
ancestral desse clagdcupava a area norte da Ameérica do Sul na transicdo Oligoceno-
Mioceno antes da existéncia de grandes zonas humidas com lagos @E&EUsN0S
desenvolvidos, principalmente no oeste amazénico (Webb 1995; Hoorn et al. 2010).

Dispersdes de elementos da fauna sul-americana para a Américal @entr
México ja no Mioceno sé pode ser explicada com a presenca de rotagetsatientre
essas areas mais antigas do que o estimado anteriorment&;av lentre a Ameérica do
Sul e América do Norte, conhecida como Istmo do Panama, foi inicialmente datada com
cerca de 3 Ma (Marshal 1988), data que ainda é considerada por alguns(aatghes
et al. 20140’Dea et al. 2016). No entanto, estudos que utilizaram dados moleculares,
fésseis e geoldgicos forneceram evidéncias de que corredores transoce&@xistiana
desde o limite entre o Oligoceno e Mioceno (ca 23 Ma) (Hoorn & Fl2@i3). Bacon
et al. (2015) propuseram que pontes terrestres ja estavam disponiveisionaanic
Mioceno e que o fechamento definitivo do Istmo se deu entre 6 e 10 Ma. Mouatles
(2015) indicaram que grande parte da ligagdo entre os oceanos Atlanticdfieo Pa
desapareceu entre 13 e 15 Ma. Além disso, trocas de elementos dadaainelhas
entre as regides Neotropical e Neartica, anteriores a 3 Ma, s@ineltadas por outros
estudos (Praz & Packer 2014; Martins et al. 2014; Martins & Melo 2016) e maforca
Nossos resultados.

O cladoll de Plebeia comegou a se diversificar na sub-regido Paranaense na
metade do Mioceno h& cerca de 16 Ma (95% HPD = 12-22 Ma). Suas linhagens

ancestrais permaneceram nessa sub-regido até pelo menos 10 Masdes para a
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sub-regido Amazonica e Chaquenha ocorreram no final do Mioceno (ca 8 Ma). As
ocupacdes dos dominios Mesoamericano e Pacifico se deram nos ultap® Jue
coincide com o fechamento definitivo do Istmo do Panama (Leigh 204 ; Bacon et

al. 2015; Montes et al. 20186r’Dea et al. 2016). Além da conexdao fisica estabelecida
entre os continentes Sul e Norte Americano, durante a uUltima glaciag@oaternario

(ca 3 Ma), o nivel dos oceanos baixou drasticamente, ampliando as por¢ées de
emergentes no Panama e criando um corredor de clima arido parecids saranas
atuais, o que pode ter favorecido o grande intercambio entre as daofasérica do

Norte e do Sul, conhecido como GABI (Global American Biotic Interchangepiw

1991; Woodborne 2010; Bacon et al. 2016). As dispersfes da sub-regido Chaquenha
para o dominio do Pacifico pode ter ocorrido via corredor dos Andes ou costa do
Atlantico, pois essas areas eram compostas por savanas (Sate& 2002; Zanella
2010)e podem ter servido de corredores de acesso as regides aridas recém emergidas do

Panama no inicio do Pleistoceno.

CONSIDERACOES FINAIS

Nossos dados sugerem que elementos da fauna sul-americana de Medgponini
dispersaram da regido Neotropical para a porcado norte da regido Neotragical m
antes das datas estimadas para o fechamento do Istmo do Panaméaetorga a
hipétese de rotas transoceanicas do inicio do Mioceno (ver Bacon et aé RMitfies
et al. 2015). No entanto, as dispersdes do final do Neogeno e inicio do Quaternario (ca 3
Ma) estdo de acordo com as hipéteses que relacionam a Ultioecgb ao GABI (ver
Bacon et al. 2016). Além disso, nossos resultados sugerem que a orilytipoeini
se deu na América do Sul, apds a separacao dos continentes sul-americano e africano. E,
por fim, o clado Plebeia se originou na sub-regido Paranaense durantece@igca
28 Ma), com dispersbes para a Amazdnia e México durante o inicio do Mi@eno,
posteriores dispersdes para a Amazoénia, sub-regido Chaquenha, Dominidido ®ac

Mesoamericano durante o Tortoniano (ca 10 Ma).
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Figura 3: A) Cronograma do clado Plebeia resultante da analise BBM (Bayesian binary
MCMC) implementada no RASP. Os gréficos em pizza mostram a probdbildta
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Paratrigona_lineata_465
-Partamona_auripennis_013

-Partamona_testacea_005

-Duckeola_ghilianii_331

Trichotrigona_ extranea_330

Frieseomelitta_silvestrii_462

-Frieseomelitta_varia_457

Tetragonisca_: angustula 064

Tetragonisca_weyrauchi_136
Friesella_schrottkyi_143
Friesella_schrottkyi_67
Friesella_schrottkyi_147

=

— Friesella_schrottkyi_445
Friesella_schrottkyi_158

Plebeia_cf_pugnax_73
-Plebeia_ sR 155
Plebeia_phrynostoma_51
Plebeia_saiqui_48
Plebeia_droryana_65
—— Plebeia_droryana_09
Plebeia_droryana_75
Plebeia_droryana_444

Plebeia_sp_108

E Plebeia 55_1 12

E Plebeia_sp_162
Plebeia_sp_171

-E Plebeia_manantlensis_94

Plebeia_melanica_96

Plebeia_pulchra_105
[Eplebaa _pulchra_31

Lestrimelitta_aff_limao_119
Lestrimelitta_limao_449
Lestrimelitta_rufipes_144
i Lestrimelitta_tropica_141
-Lestrimelitta_maracaia_040
Lestrimelitta_ehrahrdti_142

Plebeia_tobagoensis_001
— Plebeia_sp_A_577
Plebeia_variicolor_87
g}egexa sp_179 4
ebeia_emerina_
_-EPlebma emerina_160
———— Plebeia_emerina_159
-Plebeia_alvarengai_88
=] Plebeia_peruvicola_101
-Plebeia_peruvicola_102
Plebeia_peruvicola_104
Plebeia_jatiformis_36
Plebeia_peruvicola_103
-Plebeia_cora_91
-Plebeia_frontalis_339

=

Plebeia_frontalis_92
Plebeia_kerri 93~
Plebeia_sp_166
-Plebeia_| frontalls 28
Plebeia_catamarcensis_89
Plebeia_| _nigriceps_100
-Plebeia_cf F_nigriceps_181
-Plebeia_wittmanni_180

-Plebeia_poecilochroa_119

j "
p_16
EPlebela _sp_120
-Plebeia_sp_122
-Plebeia_molesta_97
L -Plebeia_remota_151
L—I

Plebeia_remota_56
-Plebeia_remota_54
-Plebeia_lucii_10°
Plebeia_lucii_146

Plebeia_lucii_86
Plebeia_lucii_40

-Plebeia_ grapluna 176
-Plebeia_cf_minima_169
——— Plebeia_minima_086
f=r Plebeia_minima_81

Plebeia_sp_173"

Plebeia_cf_minima_90
T—t==  plebeia_margaritas_ 95
Plebeia_sp_B_43

Plebeia_franki_101

-Plebeia_sp_C_104

-Plebeia_moureana_295

-Plebeia_moureana_98

Plebeia_moureana_99
——— Plebeia_tica_29

-Mourella_caerulea_423

-Schwarziana_quadripunctata_472
—— Nannotrigona_perilampoides_296

—— Nannotrigona_testaceicornis_450

-Scaura_|

009
I -Schwarzula_coccidophila_368

-Schwarzula_timida_362

-

Scaura_longula_002

Geotrigona_mombuca_464

-Ptilotrigona_|urida_378

Tetragona_ziegleri_137

Trigona_fulviventris_299

Trigona_spinipes_. 447

Oxytrigona_tataira_448
—— Scaptotrigoha_bipunctata_453

—— Scaptotrigona_depilis_45:

s Melipona_bicolor_: 456

Mehpona_marglnam_461

Celetrigona_euclydiana_062
— Trigonisca_buyssoni_150

—Trigonisca_townsendi_383

-Leurotrigona_i muelleri_466

e ———— — EEEaa - Austroplebeia_symei_223
; -Lisotrigona_furva_420

Liotrigona_madecassa_404
-Hypotrigona_gribodoi_405

Hypotrigona_ruspolii_425

Meliponula_bocandei_406

10 5 0



78

Anexo Il: Cronograma da Tribo Meliponini baseado em andlise Bayesiana com
implementacdo de relégio molecular relaxado (Relaxed Molecular Clat&)ribuicio
LogNormal para as calibracbes com féssil, correspondente a analise Dlim@sos
indicam os pontos de calibracdo com fésseis utilizados na anBligeretotrigona
prisca; 2) Kelneriapis eocenioca; e 3) Proplebeia dominicana. As batigssobre os

nés representam os intervalos com 95& HPD (High Posterior Density)



