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Agostini, J. C. DELIMITACAO ESPECIFICA DE DUAS ESPECIES NOMINAIS DE
XyLocoPA (NEOXYLOCOPA) MICHENER, 1954 POR MEIO DE DADOS MORFOLOGICOS E
MOLECULARES. Programa de Po6s-Graduacdo em Biodiversidade Neotropical-Universidade
Federal da Integragéo Latino-Americana, Foz do Iguagu, 2021.

RESUMO

Xylocopa nigrocincta Smith, 1854 e Xylocopa suspecta Moure & Camargo, 1988 sdo duas
espécies nominais encontradas dentro subgénero Neoxylocopa Michener, 1954, que é um dos mais
diversos do género. As espécies nominais apresentam distribui¢es geograficas em grande parte
simpatricas, podendo ser encontradas desde o sul até o norte do Brasil. A primeira é diagnosticada
pela presenca das faixas ferrugineas metassomais, enquanto a outra é inteiramente preta. Apesar
dessa distincdo morfologica, um estudo publicado levantou a hipdtese de que as duas poderiam
ser, na verdade, uma mesma entidade evolutiva e, portanto sinénimos. O objetivo deste trabalho
foi realizar uma analise da identidade dessas espécies hominais, por meio de dados morfol6gicos e
moleculares para avaliar a hipétese de que ndo se tratam de duas linhagens evolutivas distintas.
Fémeas das duas espécies foram obtidas por empréstimos de museus e colecdes representando
grande parte da distribuicdo dos morfotipos. Também foram realizadas coletas nos estados do
Pard, Minas Gerais, Sao Paulo e Parana. Os espécimes foram associados as especies nominais por
meio de chaves de identificacdo para o subgénero Neoxylocopa. Caracteres diagndsticos
adicionais na morfologia externa foram procurados. Os fragmentos das regides mitocondriais
Citocromo c¢ oxidase subunidade I (COI) e Citocromo B (CytB) foram sequenciados, editados e
analisados. Com as sequéncias finais foram obtidas estimativas de distancias genéticas, sendo
utilizados os diferentes morfotipos como critério de agrupamento, incluindo representantes do
grupo externo. Filogenias por inferéncia bayesiana para ambos os fragmentos de genes foram
reconstruidas e posteriormente, determinados os nimeros de hapl6tipos, sitios polimorficos e
confeccionada a rede de haplétipos. Os mapas de distribuicdo foram feitos para diferentes
morfotipos encontrados, incluindo dados conferidos e de referéncias bibliogréficas selecionadas.
Foi observada variacdo continua no numero de faixas ferrugineas metassomais, sendo possivel
encontrar morfotipos desde inteiramente pretos até com seis faixas. O padrdo de pontuacdo do
segundo tergo metassomal variou entre muito esparso, esparso e moderadamente denso nos dois
morfotipos. Variacdo na forma da placa basitibial e a cor do brilho metélico das asas também
foram observadas em ambas as formas. Os hapl6tipos mais frequentes, tanto para COIl como para
CytB, estiveram representados em ambos morfotipos de coloragdo. As sequencias de COIl e CytB
para ambas as formas apresentaram baixa distancia genética, exceto por um individuo do Para. As
hip6teses filogenéticas para os dois marcadores apresentaram varias politomias no grupo interno e
sem agrupamento por morfotipos. Os clados formados para a regido de COI possuem baixo valor
de bootstrap, mostrando como as topologias dentro do grupo interno sdo incertas, mas sendo o
grupo interno bem suportado pelo seu n6 ancestral. As evidéncias ndo suportam a hipétese de que
as duas espécies nominais sdo linhagens evolutivas distintas, sendo proposta a sinonimia entre X.
nigrocincta e X. suspecta.

Palavras-chave: Xylocopa nigrocincta. Xylocopa suspecta. DNA Barcode. Morfologia.
Sinonimia.
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ABSTRACT

Xylocopa nigrocincta Smith, 1854 and Xylocopa suspecta Moure & Camargo, 1988 are two
nominal species found within the subgenus Neoxylocopa, being one of the most diverse in genus.
The two nominal species present a sympatric geographic distribution and the first is recognize by
the presence of reddish metasomatic bands, while that the other one is entirely black. Although,
morphologically distinct by metasomal bands, a published study raised the hypothesis that the two
could actually be the same evolutionary entity and therefore synonymous. The aim of this research
was analyzed the identity of these nominal species using morphological and molecular data to
evaluate the hypothesis that these are not two different evolutionary lineages. Females of both
species specimens were obtained on loan from museums and collections representing a large part
of the morphotypes distribution. Also, there were made collects in the Para, Minas Gerais, Sdo
Paulo e Parand States and also. The specimens were associated with the nominal species by
identification keys of the subgenus Neoxylocopa. Additional diagnostic characters in the external
morphology were sought. The mitochondrial fragments of the Cytochrome C Oxidase Subunit |
(CQI) and Cytochrome B (CytB) were sequenced, edited and analyzed.With the final sequences,
estimates of genetic distances were obtained, using the different morphotypes as a grouping
criterion, including representatives of the external group. Phylogenies by Bayesian inference for
both gene fragments were reconstructed and later, the numbers of haplotypes, polymorphic sites
were determined and the haplotype network was made. The distribution maps were made
according to different morphotypes found including data checked and selected bibliographic
references. Continuous variations were observed in the number of reddish metasomal bands,
finding morphotypes ranging from entirely black to six strips. The pattern punctuation of second
metasomal tergal varied in very sparse, sparse and moderately dense in the two morphotypes.
Variations in the shape of basitibial plate and the iridescence of wings had different pattern colors
in both morphotypes. The most frequent haplotypes, for COI and for CytB, were represented in
both morphotypes. The COI and CytB sequences for both morphotypes had a low genetic distance,
except for one individual from Para. The phylogenetic hypotheses for both molecular markers
presented several polytomies, with no grouping by morphotypes. The clades formed by the COI
region had low bootstrap value, showing how the topologies within internal group are uncertain,
but well supported by your ancestral node. The evidence does not support the hypothesis that the
two nominal species are distinct evolutionary lineages, with a synonym between X. nigrocincta
and X. suspecta being proposed.

Keywords: Xylocopa nigrocincta. Xylocopa suspecta. DNA Barcode. Morphology. Sinonymy.
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1. INTRODUCAO

Uma espécie é a menor unidade fundamental da biodiversidade, que faz a unido entre
areas micro e macroevolutiva da Biologia (Ridley 2006). Entretanto, ocorrem inimeros debates
sobre como delimitar uma espécie tanto teoricamente quanto em termos praticos (Rapini 2004;
Zander 2007; Mallet 2010). Os meios relacionados a delimitacdo de espécies estdo atrelados as
ferramentas utilizadas para entender as transformac6es que ocorrem dentro do objeto de estudo.
Uma abordagem integrativa pode utilizar diferentes fontes de dados e metodologias e tem se
mostrado indispensavel para a compreensdo dos limites e reconhecimento dessas espécies, devido
a complexidade bioldgica envolvida (Dayrat 2005; Pante et al. 2015). Para contornar esse
problema, caracteres comportamentais, ecologicos e moleculares (Will et al. 2005) tém sido
associados a morfologia e, assim auxiliando a aumentar o conhecimento dos niveis de variacdes
em populagbes naturais que ndo podem ser diferenciadas a partir dos critérios tradicionais de
morfologia aristotélico e lineano (Cronquist 1978).

Dessa forma, a taxonomia integrativa propde o uso de diversas fontes de evidéncia para
delimitar espécies de uma maneira mais confiavel (Dayrat 2005; Will et al. 2005; Schilick-Steiner
et al. 2010; Yeates et al. 2011). A partir de 2005, muitos trabalhos foram publicados utilizando o
termo “taxonomia integrativa” — em que mais de um tipo de evidéncia (a maioria sendo dados
moleculares e morfoldgicos) foi utilizado para resolver problemas taxonémicos (Yeates et al.
2011; Michez 2009; Almeida et al. 2008; Michel-Salzat et al. 2004). Mesmo com a disseminagao
do termo e de suas aplicacdes, uma metodologia unificada de como um trabalho de taxonomia
integrativa deve ser conduzido ainda ndo é consenso, com divergéncias, inclusive, de como

devemos testar hipdteses de espécie (Schilick-Steiner et al. 2010; Yeates et al. 2011).

O género Xylocopa Latreille, 1802 (Apidae, Xylocopini) € um grupo de abelhas grandes,
usualmente chamadas de mamangavas ou abelhas carpinteiras, sendo a maioria das espécies
solitarias ou facultativamente sociais, tendo como hébito a construcdo de ninhos escavando
madeira morta ou outros materiais vegetais (Hurd & Moure 1963; Camilo & Garofalo 1989;
Michener 2007; Marchi & Melo 2010; Pereira & Garo6falo 2010). Dependendo do clima, podem
ser uni, bi, ou polivoltinas (Watmough 1974 1983). Muitas espécies sdo poliléticas (Linsley et al.
1966; Hurd 1978, Gerling et al. 1989), porém, para grande parte delas, as relacbes com flores
visitadas ainda sdo pouco ou nada conhecidas. Todavia, as abelhas carpinteiras tém recebido

destaque nos ultimos anos por serem extremamente importantes para a polinizagdo de plantas
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cultivadas de diversas familias, incluindo maracuja, abobora, tomate, castanha-do-para e beringela
(Keasar 2010; Yamamoto et al. 2014; Giannini et al. 2015).

As abelhas do género Xylocopa sdo cosmopolitas e possuem um pouco mais de 470
espécies acomodadas em 31 subgéneros, principalmente nas regides tropicais e neotropicais (Leys
et al. 2002; Michener 2007). O trabalho mais relevante para a taxonomia desse género foi
realizado por Hurd & Moure (1963) e resultou em uma classificagédo fundamentada em um estudo
morfoldgico e na distribuicdo geografica. Minckley (1998) realizou o primeiro trabalho de anélise
filogenética para investigar as relagdes dentro do género, tendo proposto varias mudancas
taxonémicas. O género Xylocopa ficou subdividido em 33 subgéneros, dos quais 20 pertenciam a
dois grupos do Velho Mundo e 13 pertenciam a um grupo do Novo Mundo. Pela falta de
caracteres filogenéticos informativos e a presenca de caracteristicas que pareciam ser
homopléasicas, muitos subgéneros apareceram em posi¢cdes incertas nas varias analises realizadas.
Posteriormente, Leys et al. (2000; 2002) reavaliaram as relacGes filogenéticas dentro do género
Xylocopa através de sequéncias de DNA de genes de mitocondriais e nucleares, corroborando a
hip6tese de monofilia do grupo do Novo Mundo.

Na Regido Neotropical sdo citados doze subgéneros e 96 espécies (Michener 2007),
sendo os mais diversos Neoxylocopa Michener, 1954 e Schonnherria Lepeletier, 1841, contendo
50 e 30 espécies, respectivamente, com vinte espécies de Neoxylocopa registradas no Brasil
(Moure 2012). O subgénero Neoxylocopa tem sua monofilia suportada por quatro sinapomorfias,
1) combinacdo de dois dentes na margem apical da mandibula, 2) crista continua imputada ao
longo da sutura epistomal, 3) carena medial visivel ao longo de todo esterno metassomal e 4)
pilosidade amarelada dos machos, caracterizando um forte dimorfismo sexual (Minckley 1998), a
qual foi corroborada pelo trabalho de relacdes filogenéticas através de dados moleculares de Leys
et al. (2002). Segundo Hurd & Moure (1963), Silveira et al. (2002) e Lucia et al. (2014), o
subgénero Neoxylocopa necessita de revisdo para resolver problemas taxonémicos quanto a

identidade das espécies.

Seguindo esse vies, Lewis (2006), afirma que conhecer a taxonomia e a distribui¢do das
espécies dos ecossistemas € um método extremamente importante para o desenvolvimento de
técnicas e estratégias satisfatorias para a conservacdo e prevencdo de extingcdo proveniente de
acOes antropicas. Dentre as especies nominais desse subgénero, Xylocopa nigrocincta e X.
suspecta tem sido amplamente citadas em trabalhos de biologia (Camilo et al. 1986; Witman &
Scholz 1989; Lucia et al. 2009; Bernadino et al. 2008; Chaves-Alves et al. 2011; Carvalho et al.
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2013; Figueiredo et al. 2013; Lucia et al. 2014) e distribuicdo geografica (Lucia et al. 2014;
Marchi & Alves 2013; Schlindwein et al. 2003) e, apesar de aparentemente serem facilmente
distinguiveis pela presenca de vérias faixas metassométicas avermelhadas em X. nigrocincta,
apresentam distribuicdo em grande parte simpétrica e foram encontrados alguns individuos

aparentemente intermediarios.

Recentemente, Lucia e Gonzalez (2017) em nota sobre X. andica Enderlein, 1913 e X.
nigrocincta comentaram sobre a possibilidade dessa Ultima espécie ser coespecifica com X.
suspecta. Os trabalhos que analisaram comparativamente essas duas espécies nominais, em
estudos de faunas regionais, apresentam pequenas divergéncias no escopo de X. nigrocincta, o que
pode representar somente variacdes regionais, mas nao fazem mencao a individuos intermediarios.
Segundo Lucia et al. (2014), X. nigrocincta pode ser facilmente diferenciada das outras espécies
da Argentina pelas seguintes caracteristicas: todos os tergos abdominais sdo castanho
avermelhados, exceto T6, as asas sdo castanhas escuras com forte reflexo violeta e pilosidade
preta. Eles ndo registraram X. suspecta para o pais, apesar de terem analisado grande nimero de
exemplares. Marchi & Alves dos Santos (2013), ao estudar as espécies do estado de Séo Paulo,
definem X. nigrocincta pela presenca de faixas ferrugineas nos trés ou quatro primeiros tergos
com tergo 5 escurecido e tergo 6 preto e asas ferrugineas escuras com forte brilho violaceo.
Schlindwein et al. (2003), estudando as espécies do estado do Rio Grande do Sul, relatam que essa
espécie pode ser diferenciada das demais pela presenca de faixas tegumentares avermelhadas, sem

citar o nimero de faixas, e que podem ser fracas, e asas pretas com forte brilho violaceo.

E importante destacar que Moure & Camargo (1988), ao descreverem X. suspecta, ndo a
comparam com X. nigrocincta, possivelmente por terem considerado a facilidade na distin¢do das
duas, discutindo mais detalhadamente os caracteres diagnosticos em relacdo a X. ordinaria Smith,
1874, X. carbonaria Smith, 1854 e X. submordax Cockerel, 1935 (sinbnimo de X. transitoria
Pérez 1901) espécies inteiramente melanicas como X. suspecta.De acordo com Moure (2012), X.
nigrocincta possui ocorréncia registrada no Brasil da Bahia ao Rio Grande do Sul e do Rio de
Janeiro a0 Mato Grosso. E citada ainda a ocorréncia no Paraguai e Argentina, chegando até a
latitude de Buenos Aires e Cordoba. Para X. suspecta € citada a ocorréncia no Brasil de forma
quase inteiramente simpatrica, do Para a Paraiba e até o Rio Grande do Sul e do Rio de Janeiro ao
Mato Grosso. Também ¢ citada para a Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai, mas sem

mencionar localidades especificas (Figura 1).

17



.
m
2
2
= R O OO0 e o
. ,,,,,,
0000000, 0,00
S0
om
ORI -
T RS0 = */ Forma nigrocincta
0% %% %% % % Y%t 0% 00 - ® Forma suspecta
v ~ W M M S X X X Y Y M M . l: ) )
........................ . B Forma nigrocincta
D00 00 00,090, %500 : Forma suspecta
ISR ~ Ambas as formas
0000 10000622562 % % %% 0 215430 860  1.290
0 9. V000009994 ‘ [ — )

Figura 1. Locais de ocorréncia das formas nigrocincta e suspecta conforme
literatura selecionada: Camargo & Moure (1988), Lucia et al. (2014) e Mawdsley
(2018). Quando hachurado representa que esta indicado somente o pais ou estado na
referéncia consultada.
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A auséncia de informagdes sobre a distribuicdo das espécies é conhecida como Déficit
Wallaceano, ja a falta de informag&o sobre a existéncias de quais espécies existem é conhecido
como Déficit Linneano (Cardoso et al. 2011, Bini et al. 2006; Withaker et al. 2005). O Déficit
Lineanno € um problema que ndo ira ser solucionado tdo cedo, especialmente por que as Regides

Neotropicais apresentam um alto indice de biodiversidade (Nabout et al. 2010).

Isaac et al. (2004) afirmam que existe uma inflacdo taxondmica relacionada a
superestimacdo de subespécies ao nivel das espécies. Segundo Jones et al. (2009), esse conflito
geralmente é resolvido por revisdes taxondmicas dos géneros, podendo assim, reduzir o nimero
de espécies através do agrupamento de duas ou mais especies em uma Unica espécie
(sinonimizacdo) e podendo também ocorrer a “criagdo” de novas espécies através da descri¢do de
um novo material ou pela divisdo de uma espécie existente em duas ou mais. Em contrapartida,
Jones et al. (2012) reconhecem que as revisdes realizadas também podem voltar atras de uma
espécie sinomizada e torna-la valida outra vez. O status atual das informacGes taxonémicas varia
muito entre tdxons e entre as areas geograficas (Vecchiome et al. 2000). Um conjunto de
informacdes bioldgicas atualmente conhecidas ndo mensura o padrdo correto da distribuicdo das
espécies. Isso se deve ao fato de que a amostragem espacial €, na maioria das vezes, restrita a
localizacBes de facil acesso ou a locais onde existe ocorréncia conhecida da espécie estudada,
causando deficits espaciais e taxondémicos (Jobe & White 2009). Consequentemente, sem
conhecer a verdadeira delimitacdo das espécies, o seu padrdo de distribuicdo, sua real
nomenclatura, seus diagndsticos e diagnoses feitos de forma correta, se torna extremamente
complicado avaliar seu verdadeiro status de preservacdo e onde se devem concentrar esforcos
para preserva-las (Vecchiome et al. 2000; Cardoso et al. 2011). Durante muito tempo, a descri¢édo
de espécies tem sido comumente realizada de acordo com a morfologia tradicional. No entanto,
em certos géneros, apenas a morfologia pode ndo ser dessegura para delimitar a limite entre duas
espécies (Choi 2016) podendo levar a classificacbes ambiguas devido a elevada variabilidade
fenotipica (polimorfismos) ou a existéncia de espécies cripticas (Maydem 1997; Agapow et al.
2004).

A disseminacéo do uso das ferramentas moleculares tem sido utilizadas com sucesso para
avaliar divergéncias intra e interespecificas, fornecendo solucdes confiaveis para delimitacdo de
espécies e reconstrucdo de filogenias (Hebert et al. 2003; Goldstein & Desalle 2010; Jorger &
Schrédl 2013). O DNA Barcode é um instrumento molecular baseado na sequéncia da regido do
gene mitocondrial Citocromo C oxidase | (COI), um fragmento de aproximadamente 648 pb de

comprimento e seu conceito original é baseado na aplicabilidade universal (Hebert et al. 2003),
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pois a maioria dos grupos de animais possui 0 COI, sendo esse gene frequentemente utilizado
com sucesso para identificar uma grande variedade de taxa, incluindo aves, peixes, borboletas e
moscas (Herbert et al. 2003; Hogg & Hebert 2004; Johnson & Cicero 2004; Tavares & Baker
2008). Essa metodologia foi testada e mostrou grande sucesso ao contribuir para a identificagéo e
delimitacdo de espécies (Gibbs 2009; Sheffield et al. 2009; Koch 2010; Magnacca & Brown
2012), identificacdo de espécies cripticas (Murray et al. 2008; Williams et al. 2012; Hurtado-
Burillo et al. 2013) e identificacdo de machos e fémeas que correspondem a uma mesma espécie
(Sheffield et al. 2009). Em abelhas, como exemplo de identificacdo de espécies cripticas através
do mtDNA temos duas espécies de Bombus, B. hortorum e B. ruderatus, que recentemente foram
reconhecidas como espécies distintas (Williams & Hernandez 2000, Cameron et al. 2007). A
identificacdo baseada somente na morfologia € dificil até mesmo para morfologistas experientes,
sendo que elas foram consistentemente separadas através dos genes mitocondriais Col e Coll
(Ellis et al. 2005; 2006).

Assim, tentando solucionar a questdo da identidade dessas duas espécies nominais, dentro
desse projeto foi proposto fazer uma revisdo da historia taxondmica de X. nigrocincta e X.
suspecta, e uma analise da identidade dessas espécies hominais, por meio da dados morfoldgicos
com associacdo a dados moleculares para testar a hipotese de que nao se tratam de duas linhagens
evolutivas distintas. Complementarmente, foi reavaliada a distribuicdo geografica das diferentes
formas e possiveis intermediarios. Logo, esse trabalho representa um dos primeiros a utilizar
abordagem integrativa para solucionar problemas taxonémicos relacionados a espécies do

subgénero Neoxylocopa.

2. OBJETIVOS
Gerais
Verificar através da analise de dados morfoldgicos e moleculares se as duas espécies nominais,

X. nigrocincta e X. suspecta sdo coespecificas, representando uma mesma unidade evolutiva.

Especificos

» Revisdo taxondmica das duas espécies nominais;

» Revisar a morfologia das espécies nominais em busca de caracteres e variagoes;

» Atualizar a distribuicéo espacial das diferentes formas incluindo variagdes intraespecificas

em caracteres morfologicos;
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» Integrar dados moleculares nas analises;
* Propor a sinonimia de X. suspecta como sinénimo junior de X. nigrocincta,;

» Atualizar as diagnoses e descrigdes.

3. METODOLOGIA

3.1. Material examinado

Devido ao dimorfismo sexual presente no género Xylocopa e a dificuldade de encontrar
esses exemplares na natureza, muito pouco se sabe sobre os individuos machos desse grupo, sendo
assim, foram analisados somente exemplares fémeas disponiveis na Colecdo Entomoldgica da
UNILA, exemplares obtidos por empréstimo de outras instituicdes e também de coletas
complementares realizadas durante o periodo do projeto. As instituicdes que disponibilizaram
material por empréstimo ou permitiram o acesso as suas cole¢des estdo listada na Tabela 1, com o
acronimo utilizado e o nome do pesquisador responsavel, sendo todas do Brasil. Exemplares
coletados previamente por Flavio Francisco e Elaine Francoso, que se encontravam congelados no
Laboratorio de Genética e Evolucdo do IB USP-SP, foram montados e depositados na Colecdo da
UNILA. Coletas complementares foram realizadas nos estados do Par, Minas Gerais, Sdo Paulo e
Parana. Uma expedicdo foi realizada ao estado do Tocantins, proximo de onde havia registros
mais ao norte para a forma nigrocincta, no entanto nao se mostrou significativa para a realizacédo
desse trabalho, pois ndo foram encontrados exemplares representantes do objeto de estudo. Os
espécimes coletados foram sacrificados em frasco com cianeto de potassio e armazenados em
potes de plasticos devidamente identificados e contendo alcool 70% em freezer a -20°C. Os potes
foram identificados com local, coordenada, data, responsavel pela coleta e método de coleta. A
licenca para as coletas foi emitida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacédo da Biodiversidade
ICMBIio No. 67692-1 em nome de Fernando Zanella. As informagdes contidas nas etiquetas de
todos os espécimes estudados (empréstimo e coleta) foram transcritas na secdo "Material

examinado" (Anexo I).
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Tabela 1. Lista de instituicbes que disponibilizaram acesso as colecdes que continham
exemplares das espécies nominais de X. nigrocincta e X. suspecta.

Acrénimo Nome da instituicdo, local onde se encontra e responsavel pela colecéo
INPA Instituto Nacional de Pesquisas da Amaz6nia, Manaus, AM; Dr. Marcio Oliveira
MPEG Museu Emilio Goeldi, Belém, PA, Dr. Orlando Tobias Silveira e Dra. Beatriz
Coelho

MZSP Museu de Zoologia da Universidade Federal de S&o Paulo, Sdo Paulo, SP; Dra.
Kelly Ramos e Dr. Carlos Brandéo

RPSP Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto, Colecdo Camargo,
USP, SP; Dr. Eduardo Almeida

UFBA Universidade Federal da Bahia, Salvador, BA; Dr. Mauro Ramalho e Dra. Maise
Silva

UENF Universidade Estadual do Norte Fluminense, Campos do Goytacazes, RJ; Dra.
Maria Cristina Gaglianone

UFG Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados, MS; Dr. Rogério Silvestre

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, MG; Dr. Fernando
Silveira

UFMS Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS; Dr. Gustavo
Graciolli

UFPE Universidade Federal de Pernambuco, Recife, PE; Dra. Luciana lanuzzi

UFTO Universidade Federal do Tocantins, Palmas, TO; Dr. Marcos Antonio de Lima
Braganca

UFPB Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, PB; Dr. Celso Feitosa Martins

3.2. Andlise de caracteres morfoldgicos das formas nigrocincta e suspecta

Duzentos e trinta e dois individuos foram triados e analisados, inicialmente seguindo as
chaves de identificacdo para abelhas do subgénero Neoxylocopa, propostas por Schlindwein et al.
(2003), Marchi & Alves (2013), Lucia et al. (2014) e Mawdsley (2018) com auxilio da Lupa
estereoscopica Zeiss Discovery V.8 no Laboratério Multiusuario Enedina Marques de Souza
(ITAIPU/PTI/UNILA). Todos exemplares foram analisados para procura de variagdo em estados
de caracteres de morfologia externa, especialmente nos citados anteriormente em trabalhos de
natureza taxondmica, além dos citados acima, Smith (1854) e Moure e Camargo (1998). A
morfologia externa das abelhas foi estudada com uma lupa Zeiss Discovery V12. A captura das
imagens dos caracteres foi realizada com auxilio do software Axion Vision SE 64.4 com o0
comando Z-stack no laboratorio de Biodiversidade da UNILA. Posteriormente as fotos foram
editadas no Photoshop. A confeccdo das pranchas de imagem foi feita pelo Adobe Illustrator CC
2017. Fotos dos exemplares inteiros foram obtidas com uma camara CANON 6Di, A
nomenclatura da anatomia de abelhas foi tomada de Michener (2007) Silveira et al. (2002), Hurd

& Moure (1963). As medidas foram obtidas em lupa e as abreviacgdes utilizadas para as medidas
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foram: comprimento total do corpo; CMT - comprimento do metassoma; LMT - largura do
metassoma; CMS - comprimento do mesossoma; LMS - largura do mesossoma;, CC -
comprimento da cabeca; LC - largura da cabeca; CT — Comprimento total; T — tergos; T1:
primeiro tergo metassomal; T2: segundo tergo metassomal; T3: terceiro tergo metassomal; PBT —

placa basitibial; leg — responsavel pela coleta; det — responsavel pela identificacao.

3.3. Mapeamento da distribuicdo das formas nigrocincta e suspecta

A distribuicdo das duas formas, nigrocincta e suspecta, registrada previamente foram
mapeadas a partir de trabalhos de analise de faunas regionais (Schlindwein et al. 2003; Marchi &
Alves 2013; Lucia et al. 2014; Mawdsley et al. 2018;) além do trabalho onde é descrito a espécie
X. suspecta (Moure & Camargo 1988). As referéncias mencionando apenas um Estado ou Pais
foram representadas no mapa da Figura 1 - Introducdo. Apesar de na literatura existir inUmeros
registros de ambas as formas, o presente mapeamento foi restrito a artigos que continham precisdo
na localizacdo das formas nigrocincta e suspecta. O mapa representado pela Figura 6 é referente
aos registros de localidade dos morfotipos observados, conforme o nimero de faixas ferrugineas, e
foi produzido a partir do material examinado. Os mesmos dados foram utilizados para construcao
dos mapas das Figuras 7 e 8, representando a propor¢do do padrdo dos morfotipos do nimero de
bandas metassomais e a pontuacdo do segundo tergo metassomal, respectivamente, por estado ou
provincia, para representar a variacao geografica nos padrdes. Para este mapa foram aproveitados
dados da literatura de artigos que analisaram a fauna regional e que permitem o reconhecimento
do padrdo de faixas: Moure & Camargo (1988), Lucia et al. (2014) e Mawdsley (2018),
possibilitando uma apreciacdo mais ampla da variacdo geogréafica. As coordenadas geograficas
dos locais foram obtidas diretamente das etiquetas, ou quando somente constava 0 nome do
municipio e localidade, através de consulta e plotagem no mapa pelo Google Earth Pro versdo
9.3.3.1.5, tomando o devido cuidado para verificar a possivel presenca de homoénimos. Na
auséncia de coordenadas foi utilizada a localizagdo sede do municipio ou localidade. Arquivos
com as coordenadas e dados dos locais foram salvos no formato KMZ sendo transformados em
Shape file através do site http://www.zonums.com/online/kml2shp.php e em seguida, exportados
para o software ArcMap 10.2.2, para confec¢cdo dos mapas. Os Shape files referentes ao mapa do
Brasil, provincias da Argentina e paises da América do Sul foram obtidos do site do IBGE,

https://www.indec.gob.ar/indec/web/Institucional-Indec-Codgeo € https://forest-gis.com.
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3.4. Extracdo de DNA, PCR e Sequenciamento
3.4.1. Extracdo de DNA

Setenta e sete individuos foram utilizados para realizar a extracdo das regides parciais dos
genes mitocondriais e nucleares. Foi criada uma abreviacdo de identificacdo para os individuos
que se encontra na lista de material sequenciado (Anexo Il), composta pelo nome da forma, estado
onde foi coletado e n° do individuo, sendo que na forma nigrocincta foram incluidos aqueles com
uma ou mais faixas ferrugineas e na forma suspecta, os inteiramente pretos. Para a extracdo, as
duas pernas traseiras de cada individuo foram retiradas com pin¢a entomologica de ponta fina,
separadas em papel pardo e posteriormente depositadas em tubos de Eppendorf 1,5 ml
devidamente identificados. Apos esse procedimento, o papel pardo era descartado e as pingas eram
lavadas com Hipoclorito de Sodio, seguido de detergente e &gua corrente abundante para evitar
contaminacgdo. Esse material foi macerado e o0 DNA extraido utilizando diferentes protocolos de
extracdo conforme a origem dos espécimes:

1) Chelex (Bio-Rad) (Walsh et al. 1991) para amostras consideradas frescas (mortas com
cianeto ou alcool e posteriormente congeladas a -20°C). A incubagdo inicial com o produto
ocorreu a 56°C por 30 min e homogeneizacdo com auxilio de vortex.

2) Kit de extracdo DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) para amostras coletadas ha mais
tempo e conservadas a seco, usualmente sem informacdo de método de sacrificio. O protocolo foi
o0 do fabricante, com incubacéo inicial com tampdo ATL (fornecido pelo Kit) overnight a 56°C e
homogeneizacdo com auxilio de vortex. A extracdo e amplificacdo do DNA foram realizadas no
Laboratorio de Genética e Evolugdo de Abelhas (IB-USP).

3.4.2. Escolha dos marcadores moleculares, Primers e amplificacao.

Foram avaliados marcadores moleculares e primers previamente usados por outros autores
em estudos com Xylocopa e outros grupos de abelhas (Leys et al. 2000, 2002; Rehan et al. 2010;
Ferrari & Melo 2014), sendo selecionados dois genes mitocondriais: Cytochrome C oxidase |
(COl) e Cytochrome B (CytB), e um gene nuclear: Elongation fator 1-a (EF) (Tabela 1).
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Tabela 1: Primers utilizados para amplificagdo de fragmentos dos genes Col e CytB.

Gene Primer Sequéncia (5’ - 3?) pb Referéncia

Col Barbeef CAACAAATCATAAAAATATTGG 720 Francoso & Arias, 2013
MtD9 CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC Simon et al. 1994

CytB MtD26 TATGTACTACCATGAGGACAAATATC 450 Simon et al. 1994
MtD28 ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT

Ef-1a EF1F GGACACAGAGATTTCATCAARAA =720 Kawakita et al. 2003
EF1R TTGCAAAGCTTCRTGRTGCATTT

Foi feita PCR teste com dois kits de amplificagéo:

1) Invitrogen®: para a reacdo de PCR foi utilizado 2 pul de DNA em um volume final de 16
pL, que continha 2 pl de Tampao de Reacdo sem MgCl2 (10x) e 0,6 pul de MgCI2
(50mM) do kit, 2 ul ANTPs (10mM), 0,4 ul de cada primer, 0,3 pl de Taq e 8,3 ul de
Agua milli-Q.

2) GoTag® gqPCR Master Mix, (Promega, Madison, WI): para reacdo de PCR foi utilizado
1,5 ul de DNA em um volume final de 15 pl, que continha 7,5 pl de GoTaq®, 0,3 ul de
cada primer e 5,4 ul de Agua milli-Q.

Foi realizada uma PCR de gradiente a fim de delimitar a melhor temperatura de anelamento
para amplificacdo das sequéncias. O gradiente de temperatura variou de 38 - 48°C para 0s primers
mitocondriais e 48 - 56°C para os primers nucleares. Todas as amplificacdes de PCR foram feitas
utilizando o Mastercycler Pro (Eppendorf). O kit da Invitrogen® foi utilizado para amplificar
CytB e EF - 1a e 0 GoTag® gPCR Master Mix foi utilizado para amplificar as sequéncias de COI.
As condicgGes dos ciclos das PCRs para COI foram: 94°C por 5 min; 35x (94°C por 1 min, 42°C
por 1 min e 20 seg, 64°C por 2 min); 64°C por 10 min; para CytB 94°C por 5 min; 35x (94°C por 1
min, 38,4°C por 1 min e 20 seg, 64°C por 2 min); 64°C por 10 min e para EF - 1a 94°C por 2 min;
35x (94°C por 20 seg, 54°C por 30 seg, 72°C por 1 min); 72°C por 10 min. Posteriormente, 0s
produtos da reacdo foram verificados em gel de Agarose 0,8% em tampdo TAE (40mM Tris,
20mM Acido Acético e ImM EDTA) juntamente com o marcador de peso molecular conhecido.

Foi utilizado GelRed 10.000X (Biotium) para a visualizac¢éo e fotodocumentacéo.
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3.4.3. Sequenciamento

O volume final da PCR de cada amostra amplificada foi purificada com 0.5 pl de EXoSAP-
IT® (USB, USA), a fim de reduzir/eliminar produtos inespecificos, como resto de primers e
DNTPs, que pudessem interferir na qualidade das sequéncias. Para o sequenciamento, 0 DNA de
cada amostra foi pipetado em placas de PCR com sua devida identificacdo e posteriormente foi
adicionado o mix contendo o BigDYE 3.1 preparado com 0,5 ul de Primer, 3 ul de Tampao 5x
Sequencing, 2 pl de BigDYE 3.1, 1 — 5 pl de DNA ¢ 8,5 — 4,5 pl de Agua milli-Q DEPC para cada
amostra e seguindo o protocolo utilizado por Francoso et al. (2015). Ap6s a PCR, as amostras
foram precipitadas por um mix de glicogénio de acordo com o protocolo do fabricante para uma
placa de 96 amostras, contendo 2750 ul de Etanol 100%, 110 ul de 3 M NaOAc pH 5,2 e 110 ul
de Glicogénio 1mg/ml. Foi distribuido 25 ul do mix em cada pogo e em seguida, as placas foram
vortexadas e mantidas no gelo durante 15 min. Posteriormente foram centrifugada a 4000rpm por
20 minutos em temperatura ambiente e logo ap6s houve o descarte do sobrenadante, o excesso foi
absorvido com papel apropriado e no final dessa etapa houve uma centrifugacéo de 1000 rpm. Foi
adicionado 50 pl de etanol 70% (armazenado no gelo) para cada pogo. A placa foi entdo
centrifugada a 4000rpm por 10 min, novamente o sobrenadante foi descartado e 0 excesso
recolhido com papel absorvente. A placa foi deixada para secar completamente por 1 min a 95°C
no termociclador aberto. Por fim, a placa foi selada, envolta em papel aluminio e mantida a 4°C. O
sequenciamento foi realizado pelo Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa - CEFAP-USP com
0 equipamento 3130xI Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

3.4. Andlise das sequéncias nucleotidicas

Os eletroferogramas obtidos foram visualizados e as sequéncias de nucleotideos
editadas no programa Geneious 7.3.1 (http://www.geneious.com) (Drummond et al. 2011). Com
0 auxilio deste programa também foi realizada a traducdo das sequéncias em aminoacidos para
identificar codons de parada, logo apds, comparadas com as disponiveis no banco de dados
GenBank, utilizando-se a ferramenta de busca Nucleotide Basic Local Alignment Search tool
(BLASTN) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Altschul et al. 1990). Tanto a presenca de Stop
Codons, para genes mitocondriais, como a elevada similaridade com grupos distantes
filogeneticamente de Xylocopa foram considerados como evidéncias da amplificacdo de
pseudogenes mitocondriais no DNA nuclear (humts) e essas amostras foram descartadas das

analises posteriores. A similaridade com organismos como fungos e bactérias foi interpretada
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como possivel contaminacdo. Para as analises moleculares as sequéncias foram editadas para
apresentarem o mesmo tamanho. A distancia entre sequéncias separadas por diferentes morfotipos
e representantes do grupo externo foi analisada pelo software MEGA verséo 10.0.5 (Tamura et al.
2011), utilizando o modelo de Kimura-two-parameter (K2P) (Nei & Kumar, 2000).

O modelo de substituicdo para os nucleotideos foi selecionado usando o critério de
informacdo de Akaike no jModeltest 2.1.7 (Posada 2008). Para Col e CytB, o modelo mais
indicado foi 0 HKY+1. O modelo HKY+1 (Hasegawa et al. 1985) trabalha como se a frequéncia de
todas as bases é desigual e que as transicdes e transversdes apresentam taxas de substituicdo
diferentes. As arvores filogenéticas por inferéncia bayesiana foram realizadas pelo software
Geneious com adicdo do plug-in do Mr. Bayes, no qual as Analises de MCMCMC
(Metropoliscoupled Markov chain Monte Carlo) implementadas no programa foram utilizadas
para estimar a probabilidade posterior de cada um dos clados encontrados na melhor topologia.
Quatro grupos de cadeias rodadas por 1.000.000 geracdes e sendo uma topologia salva de cada
grupo a cada 200 geracOes. Para sumarizacdo dos valores paramétricos e das arvores geradas

foram descartadas 20% das arvores.

O software DnaSP v.5.10 (Librado & Rozas 2009) foi utilizado para separar 0s grupos de
haplotipos, determinar o nimero de sitios polimorficos e nimero de haplétipos (H). A rede de
haplétipos foi produzida pelo programa NETWORK v. 4.6 (Polzin & Daneshmand 2003),
utilizando o algoritmo Median Joining (Bandelt et al. 1999) que identifica os hapldtipos
evolutivamente mais proximos entre si. Foi feita uma analise complementar utilizando a
ferramenta de delimitacdo de espécies interface web do ABGD (Automatic Barcode Gap
Discovery - Puillandre et al. 2012) através do modelo Kimura-2-Parametro (K2P) (padrdo
barcoding) e valor para largura do gap sendo X=1, a fim de verificar a delimitacdo especifica

entre as amostras de diferentes morfotipos.

Como representantes do grupo externo, foram utilizadas sequéncias de Xylocopa
disponiveis no GenBank. Neoxylocopa tem sua monofilia bem suportada por caracteres
morfologicos (Minckley 1998) e moleculares (Leys et al. 2000; 2002), sendo desse modo
selecionados representantes desse subgénero Xylocopa Neoxylocopa sonorina (COIl - KX055189),
Xylocopa Neoxylocopa frontalis (COI - KC853310 e CytB - AY005275), Xylocopa Neoxylocopa
grisescens (COI - JQ230009), Xylocopa Neoxylocopa gualanensis (CytB - AY005273) e Xylocopa
Neoxylocopa cubaecola (COI - KP253873) (Anexo I), por potencialmente estarem mais proximos

das morfoespécies de interesse e dois representantes de outros subgéneros proximos para se
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proceder o enraizamento, Xylocopa Stenoxyocopa micheneri (CytB - AY005271) e Xylocopa
Alloxylocopa appendiculata (COI - LC492865 e CytB - EU722495) (Anexo I). Nao foi possivel
encontrar sequéncias do grupo externo dos trés genes para todas as espécies analisadas (Col: 47
terminais no grupo interno e cinco no grupo externo; CytB: 19 terminais no grupo interno e quatro

No grupo externo).

4. RESULTADOS

4.1. Historia taxondmica das espécies nominais X. nigrocincta e X. suspecta

Xylocopa nigrocincta foi descrita pela primeira vez por Smith (1854) com as seguintes
caracteristicas: “cabega e mesossoma pretos; 0 metassoma com cor ferruginea e as margens
apicais dos tergos com faixas pretas, 0 segmento apical preto; os lados ciliados com pubescéncia
preta; possui uma carena longitudinal central entre as antenas e as asas ferrugineas com uma
espléndida iridescéncia violeta” (traducdo livre atualizando terminologia). Seu hol6tipo é

proveniente da América do Sul sem indicacdo de localidade especifica.

Apds Smith (1874) menciona-la em sua monografia das Xylocopa, varios autores citaram
essa espécie nominal (Dalla Torre 1896; Schrottky 1902; Bertoni 1918; Dusmet & Alonso 1924;
Sakagami & Laroca 1971) conforme relatado no Catalogo de Abelhas Neotropicais (Moure,
2012). Moure & Hurd (1963) estabeleceram a sinonimia com X. schultessi que havia sido descrita

por Dusmet & Alonso (1924) a partir de exemplar coletado no Rio Grande do Sul.

Trabalhos recentes tratando de faunas regionais de Xylocopa tém apresentado definigdes
ligeiramente diferentes para caracterizar a espécie. Segundo Lucia & Gonzalez (2017), X.
nigrocincta pode ser facilmente identificada pelas seguintes caracteristicas: todos os tergos
abdominais sdo castanho avermelhados, exceto T6, e as asas sdo castanho escuras com forte
reflexo violeta e pilosidade preta. Por sua vez, Marchi & Alves dos Santos (2013) definem X.
nigrocincta pelo integumento predominantemente preto, os trés ou quatro primeiros tergos com
faixas ferrugineas, com tergo 5 escurecido e tergo 6 preto, e asas ferrugineas escuras com forte
brilho violaceo. Em contrapartida, Schlindwein et al. (2003) relata que essa espécie pode ser
diferenciada das demais pela presenga de faixas tegumentares avermelhadas, as vezes fracas e asas
pretas com forte brilho violaceo. E importante registrar que os autores desse ultimo trabalho,

incluindo Moure, ndo mencionam o nimero de faixas, ndo sendo claro se observaram variacao.
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Ao descrever X. suspecta, Moure & Camargo (1988) debateram sobre distingdo das fémeas
com as espécies X. carbonaria, X. submordax e X. ordinaria, consideradas simpatricas e
igualmente melénicas. Foram destacados como caracteres, o tamanho corporal, pontuagao esparsa
no disco do segundo tergo com pelos curtos e asas com brilho esverdeado. Além do brilho verde
das asas de X. suspecta que contrasta com o brilho violaceo-parpura de X. ordinaria. Outro
caracter de delimitagdo seria a pontuagdo do segundo tergo metassomal, que em X. suspecta é
esparsa e com pelos curtissimos e em X. ordinaria é muito densa e com pelos que se sobrepdem.

Seu hol6tipo é de Ribeirdo Preto/SP.

De forma semelhante, o reconhecimento dessa espécie nominal tem sido diferente
conforme os autores. Na sua chave de identificacdo, Schilindwein et al. (2003) propdem que X.
suspecta é diferenciada das demais espécies por serem inteiramente pretas, com asas pardo-
escuras com forte reflexo esverdeado, o segundo tergo com a pontua¢do muito esparsa no disco
com pelos curtos e o intervalo entre 0s pontos € maior que quatro diametros de ponto. Marchi &
Alves dos Santos (2013) definem X. suspecta pelas asas com forte brilho verde metélico, podendo
ser violaceo perto da base, disco do segundo tergo com pontuacdo moderadamente esparsa a
esparsa, distancia entre os pontos maior que seu proprio diametro e pelos curtissimos no disco e
mais densos nas laterais. Em contrapartida, na sua chave de identificacdo para espécies do género
Xylocopa encontradas na Amazo6nia, Mawdsley (2018) utiliza apenas o carater asas com brilho
uniformemente esverdeadas ou esverdeadas com leve brilho dourado para separa-la de outras

espécies.

Recentemente Lucia & Gonzalez (2017) afirmam que X. nigrocincta e X. suspecta podem
ser coespecificas, pois consideraram espécimes masculinos e femininos etiquetados como X.
suspecta e coletados na Bolivia (ElI Beni) como indistinguiveis de X. nigrocincta, inclusive na
genitalia masculina. Além disso, Lucia & Gonzalez (2017) afirmam que X. andica, uma espécie
citada até 0 momento somente para a localidade tipo, em Chanchamayo, Peru, pode também ser
coespecifica.

A distribuicdo registrada na literatura para as duas especies nominais € em grande parte
simpétrica (Figura 1 - Introdugdo). De acordo com Moure (2012), X. suspecta possui ocorréncia
registrada no Brasil da Paraiba ao Pard e ao sul até o Rio Grande do Sul, se estendendo até
Bolivia, Argentina e Uruguai. Mawdsley (2018) cita também o estado de Roraima. E X.
nigrocincta é citada por Moure (2012) da Bahia ao Mato Grosso e ao sul até o Rio Grande do

Sul, se estendendo até Buenos Aires e La Rioja na Argentina. Entretanto, Lucia et al. (2014), ao
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revisar as espécies desse pais, colocam em divida a ocorréncia em Buenos Aires, Cordoba e La
Rioja. Esses autores também ndo registram X. suspecta, apesar de terem analisado 259

exemplares.

4.2. Caracterizacdo morfoldgica

Foram estudados duzentos e trinta e dois exemplares, sendo cinquenta coletados durante o
projeto, cento e cinquenta e cinco obtidos por empréstimo (Anexo I) e vinte e sete exemplares
adicionais das colec¢des da UFTO e da UENF foram analisados nas institui¢cdes para complementar
a distribuicdo referente ao numero de faixas. Foi observada a variagdo continua no nimero de
faixas metassomais ferrugineas, desde inteiramente pretos até com seis faixas (Figura 2), nao
permitindo para varios espécimes associar com clareza a espécie nominal, de acordo com as

descricOes presentes na literatura.

O padrdo de pontuacdo do T2 variou entre muito esparso, esparso e moderadamente denso
tanto nas formas inteiramente pretas, usualmente reconhecidas como X. suspecta como nas com
faixas ferrugineas no metassoma (Figura 3). Cabe ressaltar que o principal caracter diagndstico
entre X. suspecta e X. ordinaria é a pontuacdo no T2. Em X. ordinaria, a pontuacdo tende a ser
muito densa, assemelhando de certo modo com as Figura3 C e F.

A placa basitibial teve variaces quanto ao formato dos apices da regido apical posterior e
anterior em ambas as formas, nigrocincta e suspecta. O apice do lobo apical posterior geralmente
sendo mais curto que o anterior e tendo angulo arredondado ou mais retilineo (quase 90°),
enquanto que o lobo apical anterior pode apresentar o &pice com formato fino ou da mesma

largura que sua base (Figura 4).

O brilho metalico das asas foi também varidvel em ambas as formas. Observaram-se
individuos de asas com forte brilho violaceo por toda sua extensdo, podendo apresentar manchas
azuladas em ambas as formas, bem como outros com brilho predominantemente verde metalico e
levemente dourado na porcdo apical ou com brilho predominantemente azulado, esse ultimo

podendo ser visto somente em X. suspecta (Figura 5).

Foi realizada uma busca exaustiva na morfologia externa de fémeas para registrar a variagdo

em outros caracteres que potencialmente pudessem ser Gteis como diagndstico, que ndo tenham
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sido citados na literatura, mas todos os estados ocorriam nas formas nigrocincta e suspecta

(Anexo I11).

e \ R
A Pois e L

ok

Figura 2. Variacdo no numero de faixas ferrugineas nos tergos do metassoma de Xylocopa das formas
nigrocincta e suspecta. A: Tergos metassomais inteiramente pretos. B: Uma faixa. C e D: Duas
faixas, no qual C possui uma pequena mancha no T1 e faixas no T2 e T3. E: Trés faixas. F: Quatro

faixas. G: Cinco faixas. H: Seis faixas. Escala: 1 mm.

Figura 3. Variacdo na pontuacdo metassomatica do segundo tergo nas formas nigrocinctaAe suspecta. A
e D: pontuagdo muito esparsa. B e E: pontuacdo esparsa. C e F: pontuacdo moderadamente densa.

Escala: 1mm.
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Figura 4. Variagdo no formato nas regides apical posterior e anterior da placa basitibial nos morfotipos
de nigrocincta e suspecta. Escala: 1 mm.

Figura 5. Variacéo na coloragdo das asas nas formas nigrocincta e suspecta. A e B: morfotipo de
suspecta. C: morfotipo de nigrocincta. Escala: 1cm.
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4.3. Mapeamento da distribuicdo por morfotipos

Os espécimes examinados permitiram registrar o morfotipo inteiramente preto em uma
distribuicdo mais ampla, em quase todo o Brasil, do Amapa ao Parana e do litoral do nordeste até
a fronteira do Brasil com o Peru (Figura 6). O Amapa, Amazonas, Acre, Goids, Distrito Federal,
Mato Grosso, Piaui, Ceara e Maranhdo representam novos registros de distribuicdo, considerando
as citagcdes para X. suspecta na Figura 1, como correspondentes a essa forma. Também é possivel
observar algumas lacunas relacionadas as formas intermediarias (uma, duas e trés faixas), como no
estado de Goids e no norte da Bahia. As formas intermediarias, com uma ou duas faixas
apresentaram distribuicdo mais restrita, sendo encontradas somente nas em algumas regides do
sul, sudeste e centro-oeste (Figura 6). No novo mapeamento que é representado pela Figura 7, foi
indicada a proporcao de cada morfotipo por estado/provincia ou pais, sendo possivel observar que
aqueles com registro exclusivo da forma com 4 faixas ou mais estdo na porcao mais ao sul da
distribuicdo, incluindo algumas regiGes da Argentina (apenas aquelas possuem ocorréncias
previamente conhecidas) e o estado de Santa Catarina. A distribuicdo dos individuos com
diferentes padrdes de pontuagdo do T2 ndo permitem reconhecer nenhum possivel padrdo de
distribuicdo para essa caracteristica (Figura 8). Os Unicos estados brasileiros onde havia espécimes
com apenas um padrdo, sao aqueles com menor ndmero de individuos examinados, portanto, é
possivel que todos os trés morfotipos estivessem presentes em toda a distribuicdo registrada, se

mais individuos fossem analisados.
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Figura 6. Distribuicdo dos morfotipos coletados ou obtidos por empréstimos para as

formas nigrocincta e suspecta conforme espécimes examinados.
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Quatro ou mais faixas

Trés faixas

Duas faixas
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Uma faixa
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Figura 7. Frequéncia da distribuicdo das formas nigrocincta e suspecta,
conforme material examinado mais Moure e Camargo (1988), Schlindwein
et al. (2003), Lucia et al. (2014) e Mawdsley (2018). O tamanho de cada
circulo representa a quantidade de espécimes registrada em cada estado ou
provincia. A menor circunferéncia corresponde a um individuo, as
intermediarias de 2-5, 6-15 e 16-25 e a maior a 26 individuos ou mais. A
divisdo em cores dos circulos corresponde a frequéncia de cada padrdo de

faixas observado.
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Figura 8. Distribuicdo morfoldgica baseada no padrdo de variagcdo do

segundo tergo metassomal nos morfoti

pos de nigrocincta e suspecta. O

tamanho do circulo representa a quantidade de espécimes registrados em
cada estado ou provincia. O menor circulo corresponde a um individuo,

os circulos intermediarios corresponde
corresponde a 26 individuos ou mais.

m a 2-5, 6-15, 16-25 e 0 maior
A divisdo de cores dos circulos

corresponde a frequéncia do padrdo de bandas observadas.
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4.4. Analise dos dados moleculares

De inicio foram amplificados 77 exemplares, mas apenas 10 para EF-/a, 19 para CytB e 47
para COIl foram amplificados com sucesso. Foram obtidas sequéncias do gene EF-/a de 219 pb
para oito individuos de ambas as formas. Os resultados partir do alinhamento revelou uma
variacdo genética extremamente baixa entre os diferentes morfotipos e na arvore consenso
reconstruida pelo método de analise Bayesiana revelou um unico grupo que agrupava todos os

oitos representantes.

Foram obtidas sequéncias de COIl de 300 pb para 47 individuos, sendo observada uma
propor¢do de nucleotideos de T= 32.8% ,C= 10.5%, A= 44.6% e G= 11,8%. Para a regido de
CytB, obtivemos 19 sequéncias com 268 pb. A proporcdo de nucleotideos observada para essa
regido foi de T= 46,8%. C= 10%, G= 8,1% e A= 35,1%. Os diferentes morfotipos, definidos pela
presenca de faixas ferrugineas, apresentaram alta similaridade média entre as sequéncias quando
comparados entre si, com distancia variando de 0,7 — 1,4% para Col e proximo a 1,2% para CytB.
A similaridade foi menor com o grupo externo, sendo as distancias superiores a 5% para COI e
13% para CytB (Tabelas 2 e 3). Em nossos resultados, a variacdo média intraespecifica entre
diferentes morfotipos para sequéncias parciais de COIl e CytB foi sempre inferior a 1,5% sendo

compativel com os valores esperados para uma varia¢do dentro de uma Unica espécie.

Na analise dos haplétipos, foram encontrados quatorze haplotipos para COl (Fig. 9 e
Tabela 4) com 19 sitios polimdrficos sumarizados na Tabela 5, sendo o hapl6tipo H2 o mais
frequente e amplamente distribuido nas amostras. Diferentes morfotipos das formas nigrocincta e
suspecta apresentam o mesmo haplétipo, como visto em H2, H5, H6, H8, H12 e H13. Haplotipos
exclusivos também foram visualizados, sendo estes com distribuicdo mais restrita nos limites dos
exemplares estudados: H1 e H9 (Pard), H3 e H4 (Pernambuco), H7 (Ceara), H10, H11 e H14
(Parand). Os haplotipos mais distantes dos demais em COIl sdo H1 (Pard) e H10 (Parand),
correspondendo com cinco e trés passos mutacionais, respectivamente. Os demais haplétipos

mostram-se mais proximos em relacdo ao nimero de passos mutacionais.

Na regido analisada em CytB foram encontrados nove haplotipos (Fig. 9 e Tabela 4) com
treze sitios polimorficos sumarizados na Tabela 6, sendo o haplétipo H7 o mais frequente e
amplamente distribuido. Os hapldtipos exclusivos foram H1 (Pard), H5 e H6 (Parana), H8 e H9
(Séo Paulo). Os hapl6tipos mais distantes foram o H1 (Para), H3 (Minas Gerais) e H4 (Sdo Paulo
e Minas Gerais). Aparentemente existe certo padrao espacial na rede de haplétipos bem como nos

morfotipos indicados na figura 7, o que pode permitir como potencial para se avaliar a
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filogeografia das formas em trabalhos futuros. O nimero de individuos analisados para cada
marcador e seus respectivos estados de origem é apresentado na Tabela 4 e podem ser visualizados
geograficamente pela Figura 10.

Foram reconstruidas arvores filogenéticas a partir da inferéncia bayesiana para ambos 0s
fragmentos de genes, COIl e CytB, e para ambas as formas, nigrocincta e suspecta (Figuras 11 e
12). As anélises foram realizadas para os genes de forma individual e em ambas as topologias ndo
hé& a possibilidade de se reconhecer agrupamentos distintos para as formas ou morfotipos. Os
resultados encontrados para as sequéncias de CytB demonstram a existéncia de clados com
topologias bem suportadas para o grupo interno, independente dos morfotipo, mas com unido de
regides geograficas, ocorrendo um agrupamento dos espécimes provenientes de Minas Gerais
daquelas que ocorrem no Parana e S&o Paulo. Apesar desse agrupamento, alguns outros individuos

desses estados sdo encontrados no meio das politomias.

O haplétipo H1 € o mais distante, tanto para COI quanto para CytB e sendo exclusivo de
um individuo do oeste do Para (Figuras 9 e 10 e Tabelas 5 e 6). Apesar de ter sido coletado outro
individuo do mesmo estado, essa sequéncia foi a Unica obtida para localidade. A distancia em
relacdo a outros exemplares sequenciados é grande, mas ndo suficiente para separa-las como outra
espécie. Adicionalmente, deve ser destacado que em todas as politomias observadas dentro do

grupo interno sdo formadas por representantes das formas suspecta e nigrocincta.

Né&o foi observado nenhum intervalo de divergéncia entre as sequéncias dos representantes
inteiramente pretos (forma suspecta) e com faixas avermelhadas (forma nigrocincta) na analise
ABGD feita para os fragmentos de COI e CytB (Figura 13).
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Figura 9. Rede de haplétipos baseada nos fragmentos de COI (A) e CytB (B) para 0s
morfotipos de nigrocincta e suspecta.
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Figura 11. Arvore consenso proveniente da anélise Bayesiana de dados moleculares do gene COI para
os morfotipos de nigrocincta e suspecta. O suporte de probabilidade posterior é indicado atrds dos
ramos. As cores dos circulos sdo baseadas em um diagnostico quanto ao nimero de faixas nos
individuos. Preto: inteiramente preto. Vermelho: duas bandas. Laranja: trés bandas. Amarelo: quatro
bandas ou mais.
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Figura 12. Arvore consenso proveniente da analise Bayesiana de dados moleculares do gene
CytB para os morfotipos de nigrocincta e suspecta. O suporte de probabilidade posterior é
indicado atras dos ramos. As cores dos circulos sdo baseadas em um diagnostico quanto ao
numero de faixas nos individuos. Preto: inteiramente preto. Vermelho: duas bandas. Laranja:
trés bandas. Amarelo: quatro bandas ou mais.
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Figura 13. Histograma da distribuicéo de distancia genética entre as sequéncias para 0s morfotipos nigrocincta
e suspecta. Frequéncia dos valores de distancia por pares de sequéncia de COI (A) e CytB (B).

Tabela 2. Média da distancia genética da regido de COI entre 0s
morfotipos das formas nigrocincta e suspecta e o grupo externo.

Grupos 1 2 3 4
1 Inteiramente preta
2 2 faixas 0,014
3  3faixas 0,010 0,007
4  4faixas ou + 0,010 0,006 0,007
5  Outgroup 0,050 0,057 0,053 0,054

Tabela 3. Média da distancia genética da regido de CytB entre 0s
morfotipos das formas nigrocincta e suspecta e 0 grupo externo.

Grupos 1 2 3
1 Inteiramente preta
3 3 faixas 0,011
4 4 faixas ou + 0,012 0,011
5 Outgroup 0,138 0,141 0,143
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Tabela 4. Haplétipos encontrados a partir do sequenciamento de uma regido do gene
mitocondrial de Citocromo C Oxidase Subunidade | (COI) e Citocromo b (CytB) e com 0s
individuos representantes.

COl CytB
Haplétipo Individuos Haplétipo Individuos
H 1 S PA1 H 1 S PA1
H 2 S AC3; S PA3; S PI1; SCE3 H2 S_SP6; S _SP2;
N_BAl; S _MGT7, S_MG4; N_PR19; N_PR18

S MG3; S MG2, S MGL;
N_MG2; N_MG1;S_SP5

H 3 S_PB2 H 3 S_MG10; S_MGOY;
S_MG6
H_4 S_PB4 H_ 4 S_MG2; S_SP5
H5 S_SP6; S_SP3; S MS1; S PRL; H. 5 N_PR17
N_PR1; N_PR4; N_SP1; N_PR22;
N_PR18
H 6 S_MG9; N_PR20 H 6 S_PR2
H 7 S _CE1 H 7 S_MG8;S_SP1;
N_PR21; N_PR16;
S_PR3; N_PR21
H. 8 S_PB3;S_MG6 H 8 S_SP3
H9 S_PA2 H 9 N_SP1
H_10 N_PR11
H_11 N_PR3
H_12 S_PR3; N_PR15
H_13 S SP1;  N_PR10;  N_PRI6;

N_PR14; N_PR12;  N_PRY;
N_PR8; N_PR7; N_PR6; N_PR5;
N_PR2

H 14 N_PR13




Tabela 5. Sitios variaveis dos 14 haplétipos encontrados para o fragmento de 300 pb do
gene COLl. Os nameros verticais acima indicam as posi¢cdes dos mesmos

Haplotipos Sitios polimarficos

00111 1111112 2 2 2 2
4 8 0 0 0 2 2 3 6 69 0 2 2 3 5
4 91 3 6 5 81 46 3 5 2 9 4 8

H1 G . G : A, . . . . G . T

H2 ATTAAATTATAT TA.TC

H3 . C G

H4 . G

HS T

H6 G

H6 A

H7 R

H8 e O

H9 e @

H 10 . .. . . G TC G . C

H11 .. . . G T

H 12 . . . . . TC

H 13 . . . . G T C

H 14 .. C T

Tabela 6. Sitios variaveis dos nove hapl6tipos encontrados para o fragmento de
268 pb do gene CytB. Os numeros verticais acima indicam as posi¢des dos

mesmos.
Haplotipos Sitios polimérficos

o o 0o 021 1 1 1 1 1 1 2
2 5 8 9 0 1 1 4 4 5 9 9 0
9 0 0 8 7 3 6 6 9 5 1 4 0

H1 A. . . . C . . T . CT

H2 . . . .. G . . . . G

H3 O

H4 . : . : . . . . : . . . T

H5 . C C :

H6 I € : : :

H7 T T T A A T A A CAT C C

H8 P C G

H9 .. . . G . G G




5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdo morfologica

A abordagem morfoldgica tradicional é geralmente o método mais facil e comum para
delimitar espécies (Loken 1984; Bolton 1995; Michez & Eardley 2007). Entretanto, caracteres
morfoldgicos que refletem com precisdo as unidades taxondmicas geralmente sdo dificeis de
determinar (Bickford et al. 2007), pois os individuos podem exibir uma variagdo nos caracteres,
sendo essa variacdo usualmente chamada de polimorfismo. Segundo Sigovini et al. (2016) os
caracteres polimdrficos sdo usualmente utilizados para identificar espécies, e assim, podendo ser
considerada como mais de uma espécie diferente, causando uma superestimacéo da diversidade. A
identificacdo incorreta de espécies pode ser frequente quando espécies cripticas ou polimorficas
estdo presentes numa populacdo. Além disso, a identificacdo incorreta € comum quando apenas
chaves taxondmicas sdo usadas para identificacdo e frequentemente gerando uma lacuna nas
informacdes de diagnostico das espécies (Bickford et al. 2007; Padial et al. 2010).

Nos resultados das analises morfologicas foram encontrados variagbes em diversos
caracteres morfoldgicos, como por exemplo, variacdo na coloracdo das asas, variacdo na cor do
numero de faixas metassomais, variacdo no formato da placa basitibial e variacdo na pontuacéo do
segundo tergo metassomal. Os trés caracteres mais importantes para delimitacdo de espécies do
género Xylocopa sdo: 1) numero de faixas metassomais ferrugineas, podendo ser encontrados
individuos desde inteiramente pretos até com seis bandas metassomais avermelhadas. 2)
pontuacdo no segundo tergo metasomal, com individuos apresentando pontua¢do com variagdo
muito esparsa, esparsa e moderadamente densa. 3) individuos com diferentes brilhos metalicos
nas asas podendo ser violaceo por toda sua extensdo, apresentando manchas azuladas em ambas as
formas, bem como outros com brilho predominantemente verde metalico e levemente dourado na
porc¢do apical ou com brilho predominantemente azulado, esse ultimo podendo ser visto somente
em na forma suspecta. E importante destacar que essa variacdo no niimero de faixas metassomais
e 0 brilho metélico das asas pouco eram discutidos em estudos anteriores, e sempre foi utilizada
por diversos autores (Camilo et al. 1986; Witman & Scholz 1989; Lucia et al. 2009; Bernadino et
al. 2008; Chaves-Alves et al. 2011; Carvalho et al. 2013; Figueiredo et al. 2013; Marchi & Alves
2013; Lucia et al. 2014) para separar as formas nigrocincta e suspecta. E também podemos citar
X. ordinaria também é separada da forma suspecta pela pontuac¢do do segundo tergo metassomal e
algumas vezes pela brilho das asas.

A caracteristica de coloracdo (seja corporal ou das asas) € muito utilizada na taxonomia
tradicional de abelhas para separar taxons (Pamilo et al. 1984; Waldschmidt et al. 2000).
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Entretanto, quando essa caracteristica € exclusivamente utilizada para uma classificacdo, a analise
ndo é considerada segura (Estoup et al. 1996; Carolan et al. 2012). As varia¢Ges de cores corporais
ttm sido constantemente relatadas para diversas espécies dentro da ordem Apidae
(Williams 2007), e apresentando padrdes de distribuicdo de cores dentro, podendo estar
relacionado com a distribuicdo espacial. Batalha-Filho et al. (2010) no seu trabalho sobre
Melipona quadrifasciata Lepeletier, 1836 apresentou uma certa estruturagdo no padrdo de
distribuicdo das faixas tergais (continuas, interrompida ou intermediéria). Ferrari & Melo (2014)
observaram que a variacdo de cores para exemplares de Euglossa, os quais individuos com tons
quentes (verde e avermelhado) se encontram ao sul e individuos com tons frios (azul com nuances
em violeta) estdo distribuidos pela regido norte do Brasil. Francoso et al. (2016) obteve dados
sobre a distribuicdo do padrdo de coloracdo de Bombus pauloensis Friese, 1913 apresentou
individuos inteiramente pretos ao norte, com uma zona hibrida na regido central e individuos
amarelos ao sul. Aparentemente, espécies solitarias ou facultativamente solitarias também
apresentam polimorfismos que estdo estritamente relacionados com os gradientes de altitude e
sazonalidade (Davison & Field 2016).

Em outros grupos de animais também foram encontrados os mesmos padrbes de
distribuicdo de coloracdo, como por exemplo, Grazziotin et al. (2006) e Cabanne et al. (2007) que
observaram a existéncia de grupos (norte e sul) para um complexo de espécies de serpentes e para
a subespécie de Xiphorhinchus fuscus Lichtenstein, 1820 (aves), respectivamente. Por outro lado,
Lepeco & Goncalves (2018) relataram polimorfismos relacionados a coloracdo corporal para
individuos de Auglochlora, porém ndo apresentando nenhum padrdo de distribuicdo espacial.
Outros dois exemplos desse tipo séo reportados por Smith-Pardo (2010) e Gongalves (2017) que
também observaram variagdes em Neocorynura pseudobaccha e Paroxystoglossa mourella,

respectivamente.

5.2. Mapeamento das formas nigrocincta e suspecta

Através dos mapas representados pelas Figuras 6, 7 e 8 foi possivel observar as formas
com trés e quatro ou mais faixas ferrugineas, que usualmente sdo identificadas como X.
nigrocincta, de acordo com Lucia et al. (2014) e Marchi & Alves dos Santos (2013).
Apresentaram um padréo de distribuicdo aparentemente semelhante e simpatrica, com registros no
Tocantins e locais proximos em estados vizinhos, podendo ser encontradas no Rio Grande do Sul,
na regido sudeste e chegando até o litoral norte da Bahia. Analisando a distribuicdo dos pontos de

individuos examinados, percebe-se que a lacuna de informagdo no estado de Goias ocorre na
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verdade pela falta de coleta, enquanto que no estado da Bahia, aparentemente essas formas
intermediarias ocorrem com menos frequéncia. Certamente esses mapas apresentam lacunas
devido ao ndo acesso do material de varias regides, especialmente da por¢do mais meridional da
distribuicdo. Mas deve-se registrar que foi observado um exemplar inteiramente preto do Rio
Grande do Sul e Moure (2012) cita X. suspecta também para o Uruguai e a Argentina. Por sua vez
a porcdo ao norte da regido Nordeste e o leste da regido Norte do Brasil apresentam registros
somente da forma inteiramente preta. Para dar uma visdo mais abrangente da distribuicdo dos
morfotipos, foi verificado na literatura os registros que pudessem ser associados a pelo menos as
formas inteiramente pretas e formas com quatro faixas ou mais (Figura 7), destacando-se o
trabalho de Lucia et al. (2014) que analisou 259 individuos da Argentina, todos com quatro faixas
ou mais, de acordo com sua chave de identificagéo e diagnose para X. nigrocincta.

5.3. Analise dos dados moleculares

O conjunto de dados dos fragmentos do gene nuclear mostrou que néo existe divergéncia o
suficiente nas sequéncias de EF-/a e, portanto ndo sendo informativas para trabalhos de filogenia
com representantes muito proximos. De acordo com Slowinski & Page (1999) esses resultados
podem ser explicados pelo fato de que esse gene é considerado um dos mais conservados devido a
sua taxa evolutiva ser mais lenta e sendo assim, sendo uma importante ferramenta para solucdes
taxonémicas de grupos superiores, porém sem eficacia em estudos para delimitacdo a nivel de

espécie.

O gene COl tem exercido um papel fundamental para documentar e mapear a
biodiversidade. Apesar de ter sido bem-sucedido e sendo de extrema valia para diversos taxons.
Porém, a utilizacdo dessa metodologia sendo mais desafiadora em genomas maiores,
possivelmente devido ao seu envolvimento frequente em pseudogenes ou numts (Buhay 2009)._A
metodologia que utiliza a combinacdo de dois ou mais genes para delimitar espécies mostrou ser
uma abordagem eficiente para resolver a questdo voltada para delimitacdo especifica com alta
confianga, assim como apresentado em outros trabalhos (Ceccarelli et al. 2012; Santos Junior et
al. 2015; Sabadini et al. 2020). Nas regides mitocondriais de COIl e CytB, foram observadas a
grande quantidade de bases A e T, descritas para 0 genoma mitocondrial de insetos (Tarrio et al.
2001).
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As sequéncias das amostras de diferentes morfotipos analisadas quanto a distancia genética
apresentaram alta similaridade média quando comparados entre si, com distancia variando de 0,7 —
1,4% para Col e proximo a 1,2% para CytB (Tabela 2 e 3). Nos resultados encontrados por Ferrari
& Melo (2014) em seu estudo feito com individuos de trés espécies do género Euglossa mostram
uma media intraespecifica de 0,28 até 1,21 %. Recentemente, Sheffield et al. (2020) publicaram
um trabalho sobre uma possivel sinonimia entre X. (Neoxylocopa) sonorina e X. (Neoxylocopa)
varipuncta, o qual a distancia genética intraespecifica minima para o gene de sequéncias de COI
foi de 0,52% e a méaxima foi de 0,87%. Em contrapartida, analisando outras espécies de abelhas
existem exemplos que mostram uma baixa distancia genética interespecifica, como por exemplo,
representantes dos géneros Thygater (Freitas et al. 2018), Bombus (Santos Junior et al. 2015) e
Euglossina (Dick et al. 2004; Nemésio et al. 2013) e suportando assim a hipGtese de que sdo
linhagens independentes, mesmo sendo consideradas muito proximas por diferentes andlises.
Porém, existem representantes na ordem de Apidae que apresentam médias intraespecificas altas,
como € possivel observar no trabalho realizado por Gibbs (2018), cujo o nivel de divergéncia
intraespecifica chegou a 6,9% na espécie de Lasioglossum ruidosense. De acordo com Meier et al.
(2008) a média da variabilidade interespecifica para COl de Hymenoptera é de 9,3 = 3,9% e as

menores distancias interespecificas observadas foram de 3,8 + 4,2%.

As reconstrucdes filogenéticas por inferéncia bayesiana para fragmentos das regides de
COl e CytB (Figura 11 e 12) mostraram que mesmo 0s clados do grupo interno ndo possuem alto
valor de bootstrap, a diferenca entre as sequéncias é muito pequena. Os clados dentro do grupo
interno no cladograma construido para a regido de COIl possuem baixo valor de bootstrap,
possivelmente devido ao pequeno numero de caracteres para suporta-los além de eventual
contradi¢do entre caracteres. Esse resultado mostra como as topologias dentro do grupo interno
sdo incertas, mas sendo o grupo interno bem suportado pelo seu né ancestral, essa informacéo é
importante para a questdo proposta no presente trabalho, de que a hip6tese de sinonimia entre duas
espécies nominais do subgénero Neoxylocopa e que usualmente sdo reconhecidas como distintas,

¢ verdadeira.

Complementarmente ao resultado de variabilidade genética intraespecifica, varios
haplotipos para ambos os marcadores ocorrem em individuos de ambas as formas. A rede de
hapldtipos é um método interessante para investigar as relagcdes entre os haplotipos, pois nao
requer um namero razoavelmente grande de caracteres variaveis para reconstruir com
confiabilidade essas relacdes (Clement et al. 2000). A auséncia do intervalo de divergéncia

apresentado pela analise ABGD (Figura 13) pode ser explicada pelo fato de que hapldtipos com
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mais individuos foram encontrados em individuos das duas formas (Tabela 4). O principio da
existéncia do barcode gap tem sem mostrado importante para realizar delimitacdo de espécies
através da metodologia do DNA barcoding (Wiemers & Fiedler 2007). O método ABGD tem se
mostrado eficiente como andlise adicional para delimitacdo de espécies (Meyer et al. 2008; Kvist
2014). De acordo com nossos resultados, as distancias do K2P (padrdo do barcoding) do COI e
CytB ndo evidenciam um limiar entre as distancias intraespecificas, sendo o resultado similar ao

trabalho feito com representantes de Diptera (Shi et al. 2019).

Para todo o conjunto de dados utilizados nesse estudo, os diferentes morfotipos nao
apresentam distancia suficiente para caracteriza-los como espécies distintas, mesmo a forma
inteiramente preta e a com quatro faixas ou mais. Ao comparar a Figura 7 com a Figura 9 é
possivel observar que existe um padrdo filogeografico, onde os representantes do morfotipo
inteiramente preto tem maior predominancia na regido norte e nordeste, 0s representantes do
morfotipo com 4 ou + faixas tendo predominancia na regido sul e a zona central sendo mais
diversa com presenca de todos os morfotipos, representando uma possivel zona hibrida, padrdo
esse ja visto em espécies do género Bombus (Frangoso et al. 2016).

6. CONCLUSAO

Em conjunto, nossos resultados mostram que de fato as duas espécies nominais antes
conhecidas como Xylocopa nigrocincta e Xylocopa suspecta, sdo sinonimias. Esse trabalho é o
segundo trabalho que utiliza genes mitocondriais para resolver questfes taxonémicas entre duas
espécies do subgénero Neoxylocopa (ver Sheffield et al. 2020). Portanto, é de extrema importancia
destacar que houveram problematicas envolvendo as sequéncias do gene mitocondrial de COl. Um
destaque importante deve ser dado pela primeira observacdo da presenca de numts nessas
sequéncias desse subgénero, causando certas divergéncias, e sendo descartadas das analises, mas
que futuramente serdo aproveitadas em outros estudos sobre o tema. Outra problematica
enfrentada durante a realizagéo foi a dificuldade de realizar os alinhamentos corretos e até mesmo
encontrar sequéncias com regides compativeis para 0s representantes do grupo externo. Apesar
disso, os resultados aqui encontrados s&o considerados confidveis devido a atencdo e os cuidados
aplicados durante todo o processo e corroboram juntamente com os dados morfoldgicos, que

ambas as espécies nominais representam apenas uma linhagem evolutiva.
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O presente projeto ndo foi delineado para o estudo da estruturagdo e historia da espécie, no
entanto é possivel destacar que ha indicios de maior diferenciacdo genética em regides extremas
da distribuicdo como o oeste do Pard e Parand e S&o Paulo, com a ressalva de que foi obtido
apenas um individuo dessa regido do Pard e nenhum da Argentina. De fato, as duas espécies
representam uma Unica linhagem evolutiva, porém fica aparente existir um padréo filogeografico,
onde os representantes do morfotipo inteiramente preto tem maior predominancia na regido norte
e nordeste, 0s representantes do morfotipo com 4 ou + faixas tendo predominancia na regido sul e
a zona central sendo mais diversa com presenca de todos os morfotipos encontrados nesse estudo.
Existindo assim, a necessidade de um estudo mais amplo e com maior numero de espécimes seria

necessario para compor um estudo de estruturacéo populacional no futuro.

Nesse estudo, atraves dos dados genéticos, como similaridade entre as sequéncias, alta
similaridade de distancia genética entre os grupos dos morfotipos e as filogenias bayesianas
provenientes dos alinhamentos, somados a simpatria das duas espécies e também dos dados
morfoldgicos, revelou que de fato X. suspecta deve ser considerada sindnimo junior de X.
nigrocincta, corroborando a hipétese de que as duas espécies ndo constituem linhagens evolutivas

distintas, 0 que nos leva a propor a sinonimizacao para as mesmas.
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Proposta taxondmica

Xylocopa (Neoxylocopa) nigrocincta Smith, 1854

Xylocopa nigro-cincta Smith, 1854: 354. Holotipo: ¢, desconhecido, ndo depositado no BMNH.
Holébtipo: América do Sul.

Xylocopa schulthesii Dusmet & Alonso, 1924: 52; Sinonimizado por Hurd & Moure, 1963.
Holotype: ¢, depositado no MNCN. Localidade tipo: Brasil, Rio Grande do Sul.

Xylocopa (Neoxylocopa) nigrocincta, Hurd & Moure, 1963: 151.

Xylocopa nigrocinta jujuyensis Bréthes, 1916: 410. Sinonimizado por Lucia et al. 2014. Sintipo:
Q, depositado no MACN. Localidade tipo: Argentina, Jujuy.

Xylocopa (Neoxylocopa) suspecta Moure & Camargo, 1988: 209. Holdtipo: ¢, depositado no
DZUP. Localidade tipo: Brasil, Ribeirdo Preto. Novo sindnimo.

Diagnose: A fémea dessa espécie pode ser facilmente separada de outras espécies do subgénero
Neoxylocopa seguindo a seguinte combinacdo de caracteres: Cabeca com carena frontal entre os
alvéolos antenais e sem carenas supraocelares; escutelo com faces dorsal e posterior bem definidas
e carena arredondada; metassoma podendo ser preto ou com presenca de faixas ferrugineas do T1
a T6, metassoma com pontuacdo no disco do T2 sendo muito esparsa até moderadamente
pontuada e pelos pretos relativamente curtos, as laterais do metassoma possuindo pelos longos e
densos, asas castanho escuras possuindo um brilho esverdeado com leve tom dourado nos apices

ou violeta com tons azulados por toda sua extensdo. Tamanho corporal médio, entre 2,7 e 1,8 cm.

Descricdo geral baseada no conjunto de exemplares analisados: Comprimento corporal
usualmente proximo a 2,3 cm (1,8 — 2,7 cm); comprimento da cabeca 0,65 (0,6 — 0,8 cm); Largura
da cabeca 0,74 (0,6 — 0,8 cm); Comprimento do mesossoma 0,7 (0,5 — 0,9 ¢cm); Largura do
mesossoma 0,93 (0,6 — 1,3 cm); Comprimento metassoma 1,39 (1,1 — 1,8 cm); Largura metassoma
1 (0,9 - 1,3 cm). Integumento: na cabeca inteiramente preto; na regido do mesossoma pode ser
inteiramente preto, mas em alguns casos pode haver uma faixa levemente ferruginea na porcao
apical do escutelo; na regido do metassoma pode ser inteiramente preto ou com faixas ferrugineas
presentes na porcdo supramarginal do T1 até T6, enquanto que na porcdo apical dos tergos €
presente uma faixa escura. Tégula preta e asas marrom escuro que possuem um brilho esverdeado
com leve tom dourado nos apices ou violeta com tons azulados por toda sua extensao. Pilosidade:
a face é composta por pelos escuros, simples, de comprimento médio e levemente sobrepostos na
regido da fronte e clipeo, enquanto que na regido do labro podem ter a coloragdo sutilmente
dourada; na regido do mesossoma; na regido do metassoma séo presentes pelos escuros (exceto no
T6, pois possui uma leve mancha ferruginea), sendo nas laterais uma mistura de pelos simples e

plumosos de longo comprimento e muito densos. Na regido do disco, a pilosidade é simples,
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podendo ter comprimento curto ou medio e sua sobreposi¢cdo ou ndo sobreposicdo depende da
pontuacéo de cada tergo. No T1 na regido dos discos sdo presentes pelos simples e plumosos. T2 —
T4 com pelos simples e de comprimento curto ou mediano. Na regido dos discos no T5 os pelos
sdo simples, medianos e com uma sobreposicdo levemente densa. No T6 os pelos sdo simples e
longos em toda a sua extensdo. Pontuacdo: na cabeca € moderadamente densa em toda sua
extensdo, exceto na regido do clipeo sendo muito densa. Porcao superior do mesossoma liso. No
metassoma a pontuagcdo varia em cada tergo. No T1 pode ser moderadamente esparsa ateé
moderadamente densa nos discos e densa nas laterais. No T2 pode ser muito esparsa até
moderadamente densa nos discos e densa nas laterais. T3 e T4 moderadamente densa nos discos e
densa nas laterais. T5 e T6 densa por toda a extensdo. Estrutura: Presenca da carena e/ou
tubérculo frontal, sem proeminéncias acima dos ocelos e clipeo com um leve relevo nas margens.
Escutelo anguloso e na maioria das vezes inteiramente preto, mas podendo aparecer manchas
ferrugineas na sua porcdo apical. Placa basitibial assimetricamente bifida e com a porcao posterior

apical arredondada e mais curta do que a porcao anterior.
Notas taxondmicas:

Na andlise de chaves de identificacdo e diagnoses das duas espécies nominais, em nenhum
momento encontramos registros da presenca de 1, 2 ou 6 faixas ferrugineas presentes nos tergos
metassomaticos. Como mencionado anteriormente na sessdo “Historia taxondmica das espécies
nominais X. nigrocincta e X. suspecta” a literatura menciona apenas abelhas com presenga de
faixas ferrugineas até o T4. Porém, durante a observacdo dos espécimes foi notificado a presenca
de individuo que continha apenas uma faixa ou até seis faixas ferrugineas metassomaticas, sendo
mencionadas nesse trabalho como formas intermediarias. A coloracdo das asas para as espécies
nominais, X. nigrocincta e X. suspecta, era somente mencionada como sendo marrom escuro com
forte brilho violaceo e as vezes com brilho violaceo préximo a margem anterior, respectivamente.
Entretanto, foi possivel observar uma grande variacdo nos dois morfotipos de coloracdo. Foram
encontrados individuos de asas com forte brilho violeta por toda sua extensao e em alguns casos
contendo manchas azuladas; outros individuos apresentavam asas com brilho verde metélico em
toda sua extensdo e em alguns casos contendo brilho levemente dourado nos apices. A placa
basitibial possui variagdes com relacdo ao formato da porcdo apical anterior, ndo tendo valor

taxonomico.

Distribuicao (séo citadas referéncias de literatura no caso de paises ou provincias que nao tivemos

acesso a material):
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Brasil: Acre, Amazonas, Roraima, Amapa, Pard, Maranhdo, Piaui, Paraiba, Pernambuco, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Goiés, Distrito Federal, Tocantins, Bahia, Minas Gerais, Espirito
Santo, Rio de Janeiro, S8 Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. Bolivia.
Argentina: Chaco, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Jujuy, Missiones, Santa Fe, Salta, Tucuman

(Lucia et al. 2014). Uruguai e Paraguai (Moure 2012).
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ANEXO | - MATERIAL EXAMINADO

Forma sem faixas ferrugineas no metassoma

Inteiramente preta (0)

BRASIL, Amazonas 19, Humaita, Amazonas, 08°08°17,7”S 63°44°19,0”W, 05-13/V11/2005, N.
Bittencourt leg., MPEG. 19, Rio Negro, 21-22/V1/1999, Camargo, Pedro, Mazucato leg., RPSP,
X. (Neoxylocopa) suspecta, R. C. Decima det, 2013. 19, Benjamim Constant, X/1964, w.c.,
MZSP, X. (Neoxylocopa) cfr. amazonica, P. C. Zama det, 2016. Acre 19, Rio Branco, 10°30°S
69°30°W, 19/IX/2006, M. Soto-Araya leg, INPA, X. (Neoxylocpa) cfr suspecta, F. A. Silveira det,
2013. 19, Rio Branco, 10°02°12.2°S 67°40°54,9°W, 26/V/2009, L. S. M. Costa leg., UFMG, X.
(Neoxylocopa) suspecta, P. C. Zama det, 2014. Rond6nia 19, Guajara Mirim, 16/VI/1995, M. L.
Oliveira leg., RPSP. 19, Guajara Mirim, 08/I1X/1995, F. M. Dantas leg., RPSP. 19, Guajara
Mirim, 10°48’S 65°22°W, 12-14/X/2001, Oliveira, Morato & Cunha leg., INPA. 19, Guajara
Mirim, 10°48’S 65°22°W, 12-14/X/2001, Oliveira, Morato & Cunha leg., UFMG, X.
(Neoxylocopa) cfr. suspecta, F. A. Silveira, 2013 det. 19, Porto Velho, 04/1/2012, w.c., UFMG, P.
C. Zama, det. 2016. 19, Porto Velho, 04/1/2012, w.c., UFMG, X. (Neoxylocopa) suspecta, P. C.
Zama, det. 2016. Pard 19, Belterra, -3.0777S -54.583W, 02/11/2019, F. C. V. Zanella & Oliveira
leg., UNILA. 19, Sao Francisco, 14/1/1978, S. A. Santos leg., MPEG. 19, Curion6polis, Para,
5°56°59.5”S 49°38°36.3”W, 09/1X/2014, R. B. Martines leg., MPEG. 19, Tucurui, 17/VIII/1980,
Nunes de Mello leg., INPA, X. (Neoxylocopa) cfr suspecta, F. A Silveira det 2013. 1%, Rondon
do Para, 27/V1/2002, E. Almeida & J. Almeida leg., UFMG, X. inc. sp., E. A. B. Almeida det. 19,
Tauari, 3°5’S 21-55°7°W, 29/1 — 01/11/1979, Camargo leg., RPSP. 19, Gorotire Xingu, Para,
18/IV/1983, W. Overal leg., MPEG. 19, Braganga, 06/IX/1978, R. B. Neto leg., MPEG. Paraiba
19, Areia, 6°58°33,2”S 35°44°55,3”W, 29/IX/2011, F. C. V. Zanella & P. E. Santos Neto leg.,
UNILA, F. C. V. Zanella det. 19, Areia, 6°58°33,2”S 35°44°55,3”W, 27/1X/2011, F. C. V.
Zanella & P. E. Santos Neto leg., UNILA. 19, Jodo Pessoa, 02/11/1977, Elias leg., INPA. 19,
Areia, 6°57°54,6”S 35°41°52,37°W, 01/X/2011, F. C. V. Zanella leg., UNILA. 19, Joao Pessoa,
18/1X/2008, L. T. S. Carneiro & C. F. Martins, UNILA, X. suspecta, F. C. V. Zanella det. 20009.
19, Jodo Pessoa, 13/IV/2005, M. S. Silveira leg., UFPB. 19, Rio Tinto, 07/X1/2001, M. C. M.
Silva leg., UFPB. 19, Rio Tinto, 6°46°21”’S 34°55°13”W, 15/111/2003, M. C. M. Silva leg., UFPB.
19, Rio Tinto, 02/11/2002, M. C. M. Silva leg., UFPB. 19, Rio Tinto, 15/11I/2003, M. C. M. Silva
leg., UFPB. 19, Cuité, 09/IX/2012, F. C. V. Zanella & Martins leg., UNILA. 19, Araruna,
24/X/2003, F. C. V. Zanella leg., UNILA. 19 19, Rio Tinto, 24/V/ 2003, M. C. M Silva leg.,
UNILA. Pernambuco 19, Camaragibe, 16/1/2011, Burkart leg., UFPE, X. (Neoxylocopa)
suspecta, F. C. V. Zanella det, 2011. 19, Camaragibe, 28/X11/2010, Burkart leg., UFPE, X.
(Neoxylocopa) suspecta, F. C. V. Zanella det, 2011. 29, Camaragibe, 11/1/2011, Burkart leg.,
UFMG, X (Neoxylocopa) suspecta, F. C. V. Zanella det, 2011. 19, Igarassu, 10/X1/2008,
Schlindwein & Nobre leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) ordinaria, Maise-Silva det, 2008. 19,
Igarassu, 10/X1/2008, Schlindwein & Nobre leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) suspecta, Maise-Silva
det, 2008, X. (Neoxylocopa) suspecta, Schlindwein det, 2011. 19, Igarassu, 10/X1/2008,
Schlindwein & Nobre leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) suspecta, Maise-Silva det, 2008. Mato
Grosso 19, Rondondpolis, 16°27°53”S 54°33°41.17w, 31/11/2005, UFMG, X. (Neoxylocopa)
suspecta, C. F. Cardoso det 2006. Maranh&o 49, Tabocas, 25/I111/2005, B. Serra leg., UNILA, X.
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carbonaria. 29, Tabocas, 25/I111/2005, B. Serra leg., UNILA, X. sp. 19, Tabocas, 25/111/2005, B.
Serra leg., UNILA, X. carbonaria, X. suspecta, Zanella det 2009. 19, Tabocas, 16/IV/2005, B.
Serra leg., UNILA, X. sp. 39, Tabocas, 04/111/2005, B. Serra leg., UNILA, X sp. 39, Tabocas,
31/1/2005, B. Serra leg., UNILA, X. carbonaria. 19, Tabocas, 31/I/2005, B. Serra leg., UNILA,
X. sp. 19, Cajueiro, 24/111/2005, B. Serra leg., UNILA, Xylocopa sp. 19, Cajueiro, 03/111/2005, B.
Serra leg., UNILA, X. carbonéria. 19, Marimbus, 12/XI1/2002, PROBIO leg., UNILA. 19, Sdo
Luis, 21/111/1982, Mazucato & Camargo leg., RPSP. 19, Sdo Luis do Maranhdo, 26/VI/1991,
Apocalypse — Rodrigues leg., UNILA, X. suspecta, F. C. V. Zanella det 2009. 29, Barreirinhas,
11/11/2005, UNILA, X. suspecta, F. C. V. Zanella det 2009. Tocantins colocar as 4 de tocantins
Goias 19, Cataldo, 22/X11/2012, J. Mesquita Neto leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) suspecta, P. C.
Zama det 2016. 19, Mundo Novo, 13°55°49”S 49°58°08.5”W, 07/11/2012, V. C. Pires leg.
UFMG, X. (Neoxylocopa) suspecta, P. C. Zama det 2014. Distrito Federal 1%, Deodoro,
24/1X/1934, W. Zikén leg., INPA, X. (Neoxylocopa) cfr suspecta, F. A. Silveira det 2013. Mato
Grosso do Sul 159, Campo Grande, 10/V1/2000, 22-23/1, 07-21/11/2001, H. N. Consolaro leg.,
UFMS. 19, Serra da Bodoquenha, 21°32°46”S 56°55°29”W, 11/2008, V. Carbonari & T. Auko
leg., UFGD, X. suspecta, GAR Melo det. 2009. Piaui 19, Caracol, 01/IV/2007, C. Schlindwein
leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) suspecta, F. C. V. Zanella det, 2011. Ceara 19, Ubajara, 03°50°S
40°53°W, 26/X/2011, E. C. V. Zanella & P. E. Santos Neto leg., UNILA. 19, Ubajara, 3°50°50”S
40°53°23”W, 22/X/2011, F. C. V. Zanella leg, UNILA. 19, Ubajara, 03°49°57,2”S
40°53°59,4”W, 23/X/2011, A. Ferreira Jr. leg., UNILA. 1%, Ubajara, 3°50°53”S 40°54’56”W,
08/V/2014, Almeida, Lucena, Tavares leg., RPSP. Sergipe 19, Aracaju, 31/VI111/2002, E. R. F.
Michelette leg., RPSP. 19, Serra de Itabaiana, 21/X/2004, C. D. S. Silva leg., RPSP. 19,
Laranjeiras, 03/1V/1999, E. R. F. Michelette leg., RPSP. Bahia 19, Abaete, 04/X/1996, E. L.
Neves leg.,, UFMG, X. (Neoxylocopa) inc sp., A. A. Azevedo det. 19, Santa Terezinha,
08/X1/2010, A. T. Carvalho leg., UFPE, X. (Neoxylocopa) suspecta, F. C. V. Zanella det 2011.
19, Pituagu, 24/11/2000, Maise leg., UFBA. 19, Pituagu, 09/11/2001, M. Barreto leg., UFBA,
Xylocopa (Neoxylocopa) nigrocincta, M. Barreto det. 19, Morro do Chapéu, 17/1/1985, Camargo
leg., RPSP. 19, Dunas Stiep, Salvador, 15°59’S 38°26°W, 21/111/2003, Equipe ecopol leg.,
UFBA. Minas Gerais 19, Ttumirim, 21.289130S 44.799275W, F. C. V. Zanella leg., UNILA. 19,
Caéssia, 10/X/1999, E. A. B. Almeida leg.,, UFMG, X. inc sp., E. A. B. Almeida det. 19, Sao
Sebastido da Vitoria, 21°14°48”S 44°23°52”W, J. C. Agostini leg., UNILA. 19, Prados,
21°03°08”S 44°05°30”W, 06/1/2019, J. C. Agostini leg., UNILA. 19, Belo Horizonte,
12/V1/2000, M. Pompeu leg, UFMG, M. Pompeu det. 19, Belo Horizonte, 22/1/1997, R. M.
Carmo leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) cfr suspecta, F. A. Silveira det 1997. 19, Itabira,
19°36°58.0”S 43°30°42,3”W, 22/11/2016, R. B. Martinez & A. Cordeiro leg., UFMG, X.
(Neoxylocopa) inc sp., P. C. Zama det 2016. 19, Coroas, 21°2°27”S 44°2°50”W, 06/1/2019, J. C.
Agostini leg., UNILA. 19, Vigosa, 15/IX/1980, Lucio leg., RPSP. 19, Serra da Canastra, 03 —
04/VI11/1988, A. Camargo leg., RPSP. 19, Congonhas, 20.587535S 43.893882W, 08/1/2019, F. C.
V. Zanella leg., UNILA. 49, Resende Costa, 20°55°44”’S 44°13°47”W, 06/1/2019, J. C. Agostini
leg., UNILA. Espirito Santo 19, Conceicdo da barra, 18°24°17.1”’S 39°41°49.7°W, 10/X1/2013,
A. L. M. Receputi leg., UFMG, F. A. Silveira det 2014. Rio de Janeiro: Material da UENF. Séo
Paulo 19, Ribeirdo Preto, 26/1X/1987, G. M. Faria leg.,, RPSP. 19, Teodoro Sampaio,
10/111/2009, F. Francisco leg., UNILA. 19, Teodoro Sampaio, 11/111/2009, F. Francisco leg.,
UNILA. 19, Teodoro Sampaio, 22°33°S 52°19°W, 14 — 17/11/1999, M. L. Oliveira leg., UNILA,
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X. suspecta, F. C. V. Zanella det 2009. 19, 19, Apiai, 23/1/2009, F. Francisco leg., UNILA. 19,
Apiai, 24/VIII/2009, F. Francisco leg., UNILA. 29, Altindpolis, -20.987999S -47.465232W,
11/1/2019, F. C. V. Zanella, UNILA. 19, Boa Esperanga do Sul, 28/X1/1963, K. Lenko leg.
MZSP. 19, Ribeira, 25/1/2009, F. Francisco leg., UNILA. 19, Sorocaba, 27/XI1/2018, F. C. V.
Zanella leg., UNILA. 19, Cajuru, 29/1/1988, Mazucato leg., RPSP. 19, Luis Antonio, 24/11/1999,
M. A. Batista leg., UFBA. 19, Luis Ant6énio, 19/VIII/1998, M. C. Gaglianone leg., RPSP. 19,
Luiz Antdnio, 21°33°18”S 47°42°16”W, 05/111/1999, M. L. Olveira leg., INPA, X. (Neoxylocopa)
cfr suspecta, F. A. Silveira det 2013. 19, Cajuru, 15/I/1988, S. R. M. Pedro leg., RPSP. Parana
19, Medianeira, 16/111/2009, F. Francisco leg., UNILA. 29, Marechal Céandido Rondon,
24°33°32”S 24°03°24”W, 06/IV/2018, Luz leg., UNILA. 19, Foz do Iguagu, 25°32°29,07”S
54°34°9.84”W, F. C. V. Zanella leg., UNILA, J. C. Agostini det, 2018. 29, Corbélia, 24.582373S
53.184096W, 13/1/2019, F. C. V. Zanella leg., UNILA. 29, Borborema, -21.608100S -
49.133473W, 12/1/2019, F. C. V. Zanella leg., UNILA. BOLIVIA: 19, S. Antonio, 18 —
19/V11/1964, B. Malkin, MZSP.

Formas com faixas ferrugineas no metassoma

Uma faixa (1)
Parana: 19, Foz do Iguagu, 25°32'29.07"S 54°34'9.84"W, 20/11/2018, F. C. V. Zanella & J. C.

Agostini leg., UNILA.

Duas faixas (2)

Parana: 19, Foz do Iguagu, 25°32'29.07"S 54°34'9.84"W, 20/11/2018, F. C. V. Zanella & J. C.
Agostini leg., UNILA. Minas Gerais: 19, Belo Horizonte, 12/VI/2000, M. Pompeu leg, UFMG,
X. (Neoxylocopa) cfr suspecta, M. Pompeu det. 19, Itabira, 19°37°05.7”S 43°13°09.1”W,
25/11/2016, R. B. Martines & A. Cordeiro leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) inc. sp., P. C. Zama det
2016. Mato Grosso do Sul: 19, Campo Grande, 20/11/2001, H. N. Consolaro leg., UFMS. 19,
Campo Grande, 30/1\VV/2001, H. N. Consolaro leg., UFMS. Sao Paulo: 19, Jabotical, 19/1V/1973,
Rujero leg., RPSP.

Trés faixas (3)

Para: 19, Rondon do Para, 27/VI/2002, E. Almeida & J. Almeida leg., UFMG, X. (Neoxylocopa)
inc. sp.., E. A. B. Almeida det, X. (Neoxylocopa) sp., P. C. Zama det. 2016. Bahia: 19, Abaeté,
1/1X/1996, E. L. Neves leg, UFMG, X. (Neoxylocopa) nigrocincta, A. A. Azevedo det, X.
(Neoxylocopa) sp., P. C. Zama det 2016. 19, Itamaraju, 18/1/2009, A. Nemésio leg., UFMG, X.
inc. sp., A. Nemésio, X. (Neoxylocopa) sp. P. C. Zama det. 2016. Minas Gerais: 19, Rio Pardo de
Minas, 15°36°55.8”S 42°4°00.8”W, 13/VI/2015, F. M. dos Santos Soares leg., UFMG, X.
(Neoxylocopa) nigrocincta, F. A Silveira, det. 2015, X (Neoxylocopa) sp, P. C. Zama det 2016.
19, Almenara, 16°11°01”S 40°45°47”W, 08/1/2014, M. F. B. Almeida leg., UFMG, X.
(Neoxylocopa) nigrocincta, P. C. Zama det. 2014, X. (Nexylocopa) sp. P. C. Zama det 2016. 19,
Conceicdao do Mato Dentro, 2005, A. B. N. Oliveira & A. R. R. Ferrari leg., UFMG, X.
(Neoxylocopa) sp., P. C. Zama det 2016. Mato Grosso: 19, Barra do Tapirapés, 25 — 27/1/1964,
B. Malkin leg., MZSP. Mato Grosso do Sul: 39, Campo Grande, 26/X11/2000 e 22/1, 07/11/2001,
H. N. Consolaro leg., UFMS. Parana: 19, Foz do Iguacu, 25°29'4.56"S 54°34'9.84"W,
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15/1X/2018, F. C. V. Zanella & J. C. Agostini leg., UNILA. 39, Foz do Iguacu, 25°32'29.07"S
54°34'9.84"W, 20/11/2018, F. C. V. Zanella & J. C. Agostini leg., UNILA. 19, Marechal Candido
Rondon, 24°33'22.00"S 54° 3'24.00"W, 06/1V/2018, Luz leg., UNILA. 19, Santa Terezinha de
Itaipu, 16/111/2009, F. Francisco leg., UNILA. 29, Corbélia, 24°34'56.54"S 53°11'2.75"W,
13/1/2019, F. C. V. Zanella leg., UNILA. 19, Capitdo Leonidas Marques, 17/I11/2009, F Francisco
leg., UNILA. Sdo Paulo: 19, Parque Estadual Morro do Diabo, Teodoro Sampaio, 22°33°S
52°19°W, 14 — 17/X1/1999, M. L. Oliveira leg., UNILA, X. cf. nigrocincta, F. C. V. Zanella det.
2009. 19, Jaboticabal, 19/IV/1973, Rujero leg., RPSP.

Quatro faixas (4)

Bahia: 19, Dunas stiep, Salvador, 15°59’S 38°26°W, 23/1/2003, Equipe ecopol leg., UFBA.
Parana: 39, Foz do Iguagu, 25°31'21.39"S 54°34'36.30"W, 02/X11/2018, F. C. V. Zanella & J.
C. Agostini leg., UNILA. 19, Foz do Iguagu, 25°29'4.56"S 54°34'9.84"W, 15/1X/2018, F. C. V.
Zanella & J. C. Agostini leg.,, UNILA. 19, Foz do Iguagu, 25°29'02.8"S 54°33'27.9"W,
03/X1/2018, G. Pinheiro leg., UNILA. 39, Foz do Iguagu, 25°32'29.07"S 54°34'9.84"W,
20/11/2018, F. C. V. Zanella & J. C. Agostini leg., UNILA. 29, Corbélia, 24°34'56.54"S
53°11'2.75"W, 13/1/2019, F. C. V. Zanella leg., UNILA. S&o Paulo: 19, Teodoro Sampaio,
11/111/2009, UNILA. 19, Jabotical, 19/IV/1973, Rujero leg., RPSP, X. (Neoxylocopa) nigrocincta.
Minas Gerais: 19, Almenara, 16°11°01”S 40°45°47°W, 08/1/2014, M. F. B. Almeida leg.,
UFMG, X. (Neoxylocopa) nigrocincta, P. C. Zama det 2014, X. (Neoxylocopa) sp., P. C. Zama det
2016.

Cinco faixas (5)

Parana: 19, Foz do Iguagu, 25°32'29.07"S 54°34'9.84"W, 20/11/2018, F. C. V. Zanella & J. C.
Agostini leg., UNILA. 19, Foz do Iguagu, 25°29'02.8"S 54°33'27.9"W, 03/X1/2018, G. Pinheiro
leg., UNILA. 19, Corbélia, 24°34'56.54"S 53°11'2.75"W, 13/1/2019, F. C. V. Zanella leg.,
UNILA. Mato Grosso do Sul: 19, Maracaju, 21°36°52”S 55°10°6”W, 11/2008, Meotti, C. et al.
leg., UFGD, X. (Neoxylocopa) brasilianorum, M. C. de Almeida det 2008, X. suspecta, G. A. R.
Melo det 2009. 19, Dourados, 22°11°41”’S 54°5°45”W, X1/2007, B. M. Trad et. Al. Leg., UFGD,
X. nigroncincta, G. A. R. Melo det 2012. Minas Gerais: 19, Ponte Nova, 16/111/1990, F. A.
Silveira leg., UFMG, X. (Neoxylocopa) cfr. nigrocincta, F. A. Silveira det 1990, X. (Neoxylocopa)
sp., P. C. Zama det 2016. Santa Catarina: 19, Nova Teutonia, VII/1963, F. Plaumann leg.,
MZSP. Rio Grande do Sul: 19, Sao Leopoldo, 19/11/1965, Célio Valle leg., MZSP.

Seis faixas (6)
Mato Grosso do Sul: 19, Dourados, 22°11°41”’S 54°55°45”W, X1/2007, Trad, B. M. et al. leg.,

UFGD, X. nigrocincta, G. A. R. Melo det. 2012.
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ANEXO Il - TABELA DE INDIVIDUOS SEQUENCIADOS

Legenda: N_SP1 — N= nigrocincta, SP= S&o Paulo, 1= primeiro individuo.

S PR3 - S=suspecta, PR= Paran4, 3= terceiro individuo.

Espécie Cddigo N° de Informacao da espécie N° de acesso do Genbank
bandas Col CytB
metassomais
ferrugineas
Grupo externo
X.(Stenoxylocopa) AY005271
micheneri
X. (N.) frontalis KC853310 AY005275
X. (N.) grisescens JQ230009
X. (N.) cubaecola KP253873
X. (N.) gualanensis AY005273
X. (N.) sonorina KX055189
X. (Alloxylocopa) LC492865 EU722495
appendiculata
Grupo interno
S CE1 0 CE, Ubajara, UNILA, 22 de novembro de 2011
S CE2 0 CE, Ubajara, UNILA, 23 de outubro de 2011
S CE3 0 CE, Ubajara, RPSP, 8 de maio 2014
S PB1 0 PE, Rio Tinto, UFMG
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Forma suspecta

S PB2 0 PE, Areias, UNILA, 1 de outubro 2011

S PB3 0 PE, Areias, UNILA, 27 de setembro 2011

S PB4 0 PE, Cutié, UNILA, 9 de setembro 2012

S PB5 0 PE, Rio Tinto, UFMS, 15 de mar¢o 2003

S AC1 0 AC, Rio Branco, INPA, 19 de junho 2006

S AC2 0 AC, Rio Branco, UFMG, 26 de maio 2009

S AC3 0 AC, Rio Branco

S AM1 0 AM, Humaita, MPEG

S PAL 0 PA, Belterra, UNILA, 2 de fevereiro 2019, F.
- Zanella

S PA2 0 PA, Curion6polis, MPEG, 3 de outubro 2014

S PA3 0 PA, Rondon do Para, UFMG, 27 de junho 2002

S_PA4 0 PA, Braganca, MPEG

S_PAS 0 PA, Garote Xingu, MPEG

S MAl 0 MA, Tabocas, UNILA, 4 de marco 2005

S MA2 0 MA, Chapadinha, UFMG

S MA3 0 MA, Barreirinhas, UNILA

S MA4 0 MA, Tabocas, UNILA

s PRI 0 PR, Sta. Terezinha _de Itaipu, UNILA, 16 de
- margo 2009, F. Francisco

S PR? 0 PR, Medianeira, UNILA, 16 de mar¢o 2009, F.
- Francisco

S PR3 0 PR, Corbélia, UNILA, 13 de janeiro de 2019,F.
- Zanella

S PR4 0 PR, Corbélia, UNILA, 13 de janeiro de 2019,F.
- Zanella

S MS1 0 MS, Campo Grande, UFMS, 15 de novembro
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2010

S MS2 0 MS, Campo Grande, UFMS, 22 de janeiro 2001
S MS3 0 MS, Campo Grande, UFMS, 8 de abril 2001
S MS4 0 MS, Campo Grande
S Sp1 0 SP, Teodoro Sampaio, UNILA, 10 de marco
- 20009, F. Francisco
S Sp2 0 SP, Borborema, UNILA, 12 de janeiro 2019, F.
- Zanella
S_SP3 0 SP, Altindpolis, UNILA, 11 de janeiro 2019, F.
Zanella
S sp4 0 SP, Aplal, UNILA, 24 de agosto 2019, F.
— Francisco
S_SP5 0 SP, Borborema, UNILA, 12 de janeiro 2019, F.
Zanella
S SP6 SP, Teodoro Sampaio, UNILA, F. Francisco
s sp7 0 SP R_lbelra, UNILA, 25 de janeiro 2009, F.
- Francisco
S SE1 0 SE, Serra de Itabaiana, RPSP, 21 de outubro
2004
S SE2 0 SE, Aracaju, RPSP, 31 de agosto 2002
S PIl1 0 Pl, Caracol, UFMG, 1 de abril 2007
S MG1 0 MG, Itabira, UFMG, 22 de fevereiro 2016
S MG2 0 MG, Re_se_nde Costa, UNILA, 6 de janeiro 2019,
- J. Agostini
S MG3 MG, Re_se_nde Costa, UNILA, 6 de janeiro 2019,
J. Agostini
S MG4 MG, Resende Costa, UNILA, 6 de janeiro 2019,
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J. Agostini

S_MG5

MG, Resende Costa, UNILA, 6 de janeiro 2019,
J. Agostini

S_MG6

MG, Itumirim, UNILA, 6 de janeiro 2019, F.
Zanella

S_MG7

MG, Coroas, UNILA, 6 de janeiro 2019, J.
Agostini

S_MG8

MG, Prados, UNILA, 6 de janeiro 2019, J.
Agostini

S_MG9

MG, Congonhas, UNILA, 8 de janeiro 2019, F.
Zanella

S MT1

MT, Rondonopolis, UFMG, 31 de margo 2005,

Forma nigrocincta

N_SP1

SP Teodoro Sampaio, UNILA, 11 de mar¢o
2009, F. Francisco

N_SP2

SP, Altindpolis, UNILA, 11 de janeiro 2019, F.
Zanella

N_PAL

PA, Rondon do Pard, UFMG, 27 de junho 2002,

N_PR1

PR, Capitdo Leonidas Marques, UNILA, 17 de
marco 2009, F. Francisco

N_PR2

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR3

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR4

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR5

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini
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N_PR6

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR7

PR, Foz do Iguacu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR8

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR9

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 20 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR10

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 15 de setembro
2018, G. Pinheiros

N_PR11

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 15 de setembro
2018, G. Pinheiros

N_PR12

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 3 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR13

PR, Foz do lguagu, UNILA, 3 de novembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR14

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 2 de dezembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR15

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 2 de dezembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR16

PR, Foz do Iguagu, UNILA, 2 de dezembro
2018, F. Zanella & J. Agostini

N_PR17

PR, Sta. Terezinha de Itaipu, UNILA, 16 de
margo 2009, F. Francisco

N_PR18

PR, Corbélia, UNILA, 13 de janeiro 2019, F.
Zanella

N_PR19

PR, Corbélia, UNILA, 13 de janeiro 2019, F.
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Zanella

PR, Corbélia, UNILA, 13 de janeiro 2019,

N_PR20 3
- Zanella

N PR21 3 PR, Corbélia, UNILA, 13 de janeiro 2019,
— Zanella

N PR22 5 PR, Corbélia, UNILA, 13 de janeiro 2019,
- Zanella

N_BAl 4 BA, Itamaraju, UFMG, 18 de janeiro 2009

N _MG1 3 MG, Itabira, UFMG, 25 de fevereiro 2016

N _MG2 4 MG, Almenara, UFMG, 8 de janeiro 2014

N_MS1 3 MS, Campo Grande, UFMS, 30 de abril 2001
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ANEXO |1l - TABELA DE MEDIDAS DE CARACTERES PARA AS FORMAS
NIGROCINCTA E SUSPECTA

Individuo CMT LMT CMS LMS CT CcC LC
Xylocopa suspecta

Ufms 0605 | 1,6cm lcm 0,7cm 0,9cm 2,7cm 0,6 cm 0,8cm
Unila2820 | 1,5cm lcm 0,7cm 0,9cm 2,6cm 0,7cm =0,8cm
Unila 2886 | 1,3 cm =1lcm 0,7cm 0,9cm 2,3cm 0,6 cm 0,7cm
Unila 1,3cm 0,9cm 0,6 cm 0,6 cm 2,2cm 0,6 cm =0,7 cm
10146

Unila 1,4cm lcm =0,7cm | 0,6cm 25cm 0,6 cm 0,7cm
10051

Rpsp BA 1,1cm lcm 0,7 cm =1cm 2,2cm 0,7 cm =0,8cm
Ufmg l.1lcm 0,9cm 0,6 cm 0,8cm 2cm 0,6 cm 0,7cm
1402091

Unila 9978 | 1,5cm lcm =0,8cm | 1cm 25cm 0,7cm 0,8cm
Rpsp 1,8cm lcm 0,7 cm =~1cm 2,7cm 0,7 cm 0,7cm
Vigosa

Unila 1,4cm lcm 0,8cm lcm 2,2¢cm 0,7cm =0,8cm
10014

Unila 1,5cm lcm 0,7cm lcm =~23cm | 0,6cm 0,7cm
10064

Rpsp 1,2cm 0,9cm 0,5cm =09cm |2,1cm 0,6 cm 0,7 cm
Ribeirdo

Unila9999 | 1,4 cm lcm 0,7cm =1cm 2,2cm 0,7cm 0,7cm
Ufmg 1,3cm lcm 0,8cm 0,9cm =25cm | 0,7cm =0,8cm
1521134

Mpeg PA 1,3cm lcm 0,7 cm lcm 2,1cm =0,7cm | =0,8cm
Unila2822 | 1,4 cm lcm 0,7cm 0,9cm 2,4cm =0,7cm | =0,8cm
Unila2788 | 1,5cm 0,9cm 0,7 cm 0,9cm 2,3cm 0,6 cm 0,7 cm
Unila2870 | =21,2cm | 1cm 0,7cm 0,9cm 2,3¢cm 0,6 cm =0,8cm

Xylocopa nigrocincta

Ufms 0608 | 1,4 cm lcm 0,8cm 0,9cm 2,4cm 0,6 cm 0,8 cm
Ufmg 1,4cm lcm 0,7cm =1cm 2,4cm 0,8cm =0,8cm
1610075
Unila 1,4cm lcm 0,7cm lcm 2,4 cm 0,7cm 0,8cm
10026
Rpsp Jaboti | 1,4 cm 0,9cm 0,6 cm 0,9cm 2,2cm 0,6 cm = 0,7cm
bal

Mzusp N. 1,3cm 1,1cm 0,7cm =1lcm 2,5¢cm 0,7cm =(0,8cm
Teutdnia
Ufgd 314a | 1,3cm 1,1cm 0,8cm lcm =24cm | 0,7cm 0,7cm
Unila9972 | 1,5cm 1,2cm 0,7cm lcm 2,5¢cm =0,7cm | =0,8cm
Unila =1l4cm |1cm 0,7cm 0,8cm 2,3cm 0,6 cm 0,7cm
10133
Unila 1,2cm 0,9cm 0,6 cm 0,8cm =21cm | =06cm | =0,6cm
10053
Unila2767 | =z16cm | =08cm | =0,7cm | 0,8cm 1,8cm 0,5cm =0,7cm
Unila9973 | 1,4cm 1,2cm 0,7cm =1cm 2cm =0,7cm | =0,7cm
Ufmg 1,3cm 1,1cm 0,6 cm lcm 2,3cm 0,6 cm 0,7 cm
1401514
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ANEXO IV - ARTIGO A SER SUBMETIDO NA REVISTA APIDOLOGIE

O artigo a ser submetido na Revista Apidologie esta em fase final de escrita e estruturacdo. Os
anexos do manuscrito referente a Lista de Material Sequenciado e a Lista de Material Examinado
foram excluidos desse documento por serem iguais a0 ANEXO | e ANEXO Il. As normas para

submissdo se encontram no Anexo V.
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Abstract:

Xylocopa nigrocincta Smith, 1854 and Xylocopa suspecta Moure & Camargo, 1988 are
two nominal species found within the subgenus Neoxylocopa, being one of the most
diverse in genus Xylocopa. The two nominal species present a sympatric geographic
distribution and the first is recognize by the presence of reddish metasomatic bands,
while that the other one is entirely black. The aim of this research was analyzed the
identity of these nominal species using morphological and molecular data to evaluate the
hypothesis that these are not two different evolutionary lineages. Females of both species
were collected in the Pard, Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana States and also specimens
were obtained on loan from museums and collections representing a large part of the
morphotypes distribution. The specimens were associated with the nominal species by
identification keys of the subgenus Neoxylocopa. A search for possible diagnostic
characters was made in the external morphology. The mitochondrial fragments of the
Cytochrome C Oxidase Subunit I (COI) and Cytochrome B (CytB) were sequenced, edited
and analyzed. The genetic distance was made between the fragments, separated by
different morphotypes, including representatives of external group. Phylogenies were
made by Inference Bayesian for both genes fragments and posteriorly, the number of
haplotypes, polymorphic sites and the haplotype network. The distribution maps were
made according to the literary references and morphotypes found. Continuous variations
were observed in the number of metasomal bands, in the pattern punctuation of second
metasomal tergal, in the basitibial plate had variations on the shape of posterior apexes
and anterior apical region in both morphotypes and in the iridescence of wings had
different pattern colors in both morphotypes. The phylogenetic hypotheses for both
molecular markers presented several polytomies, with no grouping by morphotypes. The
clades formed by the COI region had low bootstrap value, showing how the topologies
within internal group are uncertain, but well supported by your ancestral node. The
evidence does not support the hypothesis that the two nominal species are distinct
evolutionary lineages, and it is necessary to establish the synonym between X.
nigrocincta and X. suspecta.

Keywords: Xylocopa nigrocincta/ Xylocopa suspecta/ DNA Barcode/ Morphology/ Sinonymy.
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1. Introduction

The genus Xylocopa Latreile, 1802 (Apidae, Xylocopini) is a common group of tropical large bees
usually called mamangava or carpenter bees (Hurd & Moure 1963; Michener 2007). They build
their nests diggind dead woods or other plant materials. There are a little more than 470 species
accommodated in 31 subgenus, mainly in tropical and neotropical regions (Leys et al. 2002;
Michener 2007). Recently, the carpenter bees have been received attention for being important to
pollination of cultivated plants of different families, like passion fruit, pumpkin, tomato, brazilian

nuts and eggplants (Keasar 2010; Yamamoto et al. 2014; Giannini et al. 2015).

From the twelve to seventeen subgenus cited for the Neotropical Region, Neoxylocopa Michener,
1954 is the most diverse, with 50 species (Michener 2007; Moure 2012). Among the nominal
species of this subgenus, Xylocopa nigrocincta Smith, 1854 are easily distinguished from similar
species by the presence of metasomal reddish bands, although there is difference in its diagnosis
related to the number of bands in recent regional fauna studies (see Schlindwein et al. 2003; Marchi

& Alves-dos-Santos 2013; Lucia et al. 2014).

In the original description of X. nigrocincta Smith (1854), based in one female from South America
but with no record of a specific location, the author mention the ferruginous metasoma and the
tergas apical margins with black bands, but with a black apical segment, and the wings dark-fusco
ferruginous having a splendid violet iridescence. Moure & Hurd (1963) stablished the synonym
with X. schultessi Dusmet & Alonso, 1924 described based in a specimen with similar
morphological characteristics, collected in Rio Grande do Sul state, Brazil. More recently, Lucia et
al. (2014) used a similar diagnosis for the specimes of Argentina, but Marchi & Marchi & Alves-
dos-Santos (2013) cites three or four reddish bands for S&o Paulo State individuals and Schlindwein

et al. (2003) mention only the presence of reddish bands, without citing its number.
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When describing X. suspecta, Moure & Camargo (1988) stressed its difference to what they
considered black, similar and simpatric species: Xylocopa ordinaria Smith, 1874, X. carbonaria
Smith, 1854 e X. submordax Cockerel, 1935 (synonymy of X. transitoria Pérez 1901).
Characteristics such as body size, sparse punctuation on the disc of T2 with short pubescence and
wings with a greenish iridescence were highlighted to recognized it. They did not compare it with

X. nigrocincta, possibly because the clear absence of metasomal reddish bands.

A preliminary analysis of individuals previously identified as X. nigrocincta or X. suspecta allowed
to recognize the presence of wider variation in the number of reddish bands and of other diagnostic
characters, this, together with the broad sympatry, from Argentina to Central and Eastern Brazil
(see Moure 2012), lead us to investigate the hypothesis that they do not have different evolutionary
histories and are thus synonyms. During this project, Lucia & Gonzalez (2017) claimed that X.
nigrocincta and X. suspecta could be coespecific, because they considered male and female
specimens tagged as X. suspecta and collected in Bolivia (El Beni) as indistinguishable from X.
nigrocincta, reinforcing the necessity of an reexamination based on a great number of individual

and a wider geographical representation.

Isaac et al. (2004) affirm that exist a taxonomic inflation related by the overestimation of subspecies
at the level of species. According to Jones et al. (2009), this conflict is usually resolved by
taxonomic revision of the genus, thus being able to reduce the number of recognized species
through by grouping of two or more nominal species into a single specie (synonymy) and the
“creation” of new species can also occur by description of a new material or by dividing an existing
species in two or more. Thus, in biology, the most important tasks are the correct description and
identification of species, due to the fact that scientists can not publish empirical data or access
information (even if was published) about a study organism until it’s correctly named (Bertsch

2009).
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In the biology area, there are numerous debates about how to delimit a species theoretically and in
practical terms (Rapini 2004; Zander 2007; Mallet 2010). The methods related to species
delimitation are linked to the tools used to understand variations that occur within study object. An
integrative approach can use different data sources and methods has been shown to be indispensable
for understanding the limits and recognition of species, due the biological complexity involved
(Dayrat 2005; Pante et al. 2015). To face this kind of problem, behavioral, ecological and molecular
tools (Will et al. 2005) have been associated with traditional morphology and, thus helping to
increase knowledge of variation levels in natural populations that can’t be differentiated from

traditional Aristotelian and Linnean criteria morphospecies (Cronquist 1978).

The taxonomic researches have been implemented with a molecular tool which can help more easily
and with more reliable, identify or diagnose species and to discover new species (Bertsch 2009).
This tool is knowing as DNA Barcode, is based in gene regions of cytochrome oxidase subunit |
(Col) sequences, a fragment with approximately 648 pb of length and your original concept is based
in universal applicability, because most group of animals have Col (Hebert et al. 2003). In relation
to bees, this approach has been proved a huge success to contributing for identification and
delimitation of species (Gibbs 2009; Sheffield et al. 2009; Koch 2010; Magnacca & Brown 2012),
identification of cryptic species (Williams & Hernandez 2000, Cameron et al. 2007; Murray et al.
2008; Williams et al. 2012; Hurtado-Burillo et al. 2013) and sex association of males and females

within species (Sheffield et al. 2009).

We thus reanalyzed the morphological characters of individuals associated previously with both
nominal species, Xylocopa nigrocincta e X. suspecta, also recognizing possible intermediates and
checking for new characters in female’s representative of almost all its broad distribution. This
analysis was complemented by a survey of molecular data that could be analyzed as evidence that

both forms are unique lineages or that morphological characters are not able to recognize different
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natural groups. Therefore, this approach has never been applied to subgenus Neoxylocopa and

represents the first integrative research to solve taxonomic problem of this kind.

2. Material and Methods

Examined Specimens

205 specimens examined belong to the “Colecdo Entomoldgica da UNILA”, loaned from other
institutions (see acknowledgments) and also obtained by complementary collects which were
performed in Pard, Parand, Minas Gerais and Sdo Paulo States (see additional data in the
Complementary Material 1). These latter specimens were sacrificed with potassium cyanide and
stored in identified pots with ethanol alcohol 70% in a freezer at -4°C. The pots were identified by

location, coordinate, date, collector and collect’s methods.

Morphology

All females were screened and analyzed following the identification keys for bees of the subgenus
Neoxylocopa proposed by Schlindwein et al. (2003), Marchi & Alves dos Santos (2013), Lucia et
al. (2014) e Mawdsley (2018) with a Stereoscopic Loupe Zeiss Discovery V8 at the “Enedina
Marques de Souza” Multi-User Laboratory (Itaipu/PTI/Unila). There was made an exhaustive
search in all specimens to register variation in the characters states of the external morphology,
especially those previously mentioned in taxonomic works, in addition to the original descriptions
of Smith (1854) and Moure & Camargo (1988). Images were taken at a Zeiss V12 using the Axion
Vision SE 64.4 software. Photos of the whole body specimens were obtained with a Canon 6Di
camera. The photos were edited in the Adobe Photoshop CC 2017 and the imagens board was made

in the Adobe Illustrator CC 2017.

The nomenclature of the anatomy of bees was taken from Michener (2007), Silveira et al. (2002)

and Hurd & Moure (1963). The following measurements were obtained using a digital caliper: TBL
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(total body length), MetL (metassomal length), MetW (metasomal width), MesL (mesosomal
length), MesW (mesosomal width), HL (head length), HW (head width). Additional structures are

abbreviated as: T (metasomal tergum) and BP (basitibial plate).
Maps production

The geographic coordinates were obtained directly from specimens labels, or when only the name
of the municipality and locality was available, through consultation and plotting on the map using
Google Earth Pro Version 9.3.3.1.5, taking care to check for the possible presence of homonyms.
Files with the coordinates and location data were saved in KMZ format, being transformed into a
Shape file through the website http://www.zonums.com/online/kml2shp.php and then exported to
ArcMap 10.2.2 software for construction of the maps. In the absence of coordinates, the
headquarters location of the municipality or locality was used. The Brazil’s Shape file, Argentina’s
provinces and countries of South America were obtained from the IBGE website (Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica), https://www.indec.gob.ar/indec/web/Institucional-Indec-

Codgeo and http://forest-gis.com/, respectively.
DNA extraction, PCR amplification and sequencing

Macerated legs of 71 specimens were used to extract genetic material (Table 1). DNeasy Blood &
Tissue Kit (Qiagen, Austin, TX, USA) was used for dry individuals from entomological collections

and Chelex (Bio-Rad) (Walsh et al. 1991) for fresh samples.

Two mitochondrial gene fragments were partially amplified: cytochrome ¢ oxidase subunit 1 (Col)
using Barbeef and MtD9 (Francoso & Arias 2013; Simon et al. 1994) and cytochrome b (CytB)
using mtD-26 and mtD28 (Simon et al. 1994) primers. GoTaq® qPCR Master Mix (Promega,
Madison, W1) was used to amplify part of the COI gene, using 1,5 ul DNA sample in a final volume

of 15 ul, containing 7,5 ul de GoTag®, 0,3 ul of each primer and 5,4 ul Milli-Q autoclaved water.
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To CytB gene we used 2 pl DNA sample in a final volume of 20 pL, containing 2 ul of 10* PCR
buffer (Invitrogen), 0,6 ul of MgCl, (50mM), 2 ul of dNTPs (10mM), 0,4 ul of each primer, 0,3 ul
of Platinum® Tag DNA polymerase and 8,3 pl Milli-Q autoclaved water.

For PCR amplification we used Mastercycler Pro (Eppendorf) and it was carried out using a
thermocycler program consisting of 5 min denaturation step at 94 °C; followed by 35 cycles at
94 °C for 1 min, 42 °C (Col) and 38,4 °C (CytB) for 1 min and 20 seg and 64 °C for 2 min; and a
final extension at 64 °C for 10 min. PCR products were separated on a 0.8% agarose gel, stained
with Gel Red 10.000X (Biotium, USA) and visualized under UV light. The successful PCR
products were purified by digestion with 0.5 uL of ExoSAP-IT® (USB Corporation) following the
manufacturer's recommendations and sent to “Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa” -
CEFAP-USP, Séo Paulo, Brazil, for sequencing in automatic sequencer 3130xI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems).

An abbreviation for sequencing individuals identification was created, consisting in the abbreviation
of the name of the morph (N for nigrocincta, here considered when presents one or more red bands
and S for suspecta, for entirely black individuals), the abbreviation of the name of Brazilian states
where it was collected and the individuals number, e.g. N_PRL1.

Sequence analysis

The electropherograms were analyzed and aligned, and the nucleotide sequences were edited using
the program Geneious R7 (Drummond et al. 2010). They were also analyzed with the BLAST tool
against the GenBank databases (Altschul et al. 1990). These procedure were used to verify
contamination during amplification and possible numts (Leite et al. 2012). The sequences obtained
were deposited in GenBank and their respective accession number can be found in Table I.

Phylogenetic analysis

The genetic distance between sequences grouped by different morphotypes (entirely black, one

band, two bands, three bands, four or more metasomal bands) and representatives of outgroup were
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analyzed using MEGA software version 5.05 (Tamura et al. 2011), with the Kimura-two-parameter
(K2P) (Nei & Kumar 2000). The Bayesian inference (BI) reconstruction was performed in Mr.
Bayes 3.2.7 (Ronquist & Huelsenback 2003) and was conducted under the HKY+1 model for Col
and CytB sequences, which were suggest to be the best-fit substitution model to both by the Akaike
Information Criterion (AIC) in jModeltest 2.1.7 software (Posada 2008). Posterior distributions of
parameters, including tree topology and branch lengths, were estimated using Markov chain Monte
Carlo sampling. Two parallel runs with four chains were performed each for 5.000.000 generations
and the samples from posterior distribution were drawn every 500 generations and the first 20% of

samples were discarded as burn-in.

The sequences representatives of the outgroup for each gene segment were selected in the GenBank
databases, including species from Neoxylocopa, that is strongly supported as a monophyletic group
(Minckley 1998; Leys 2000; 2002), and two species from a subgenus near to Neoxylocopa for

rotting the trees.

3. Results

Morphology

It was observed a continue variation in the number of ferruginous metasomal bands, including
intermediate specimens with one or two bands (Fig. 1), that were not clearly associated with one of
the nominal species under analysis, following to the diagnosis given in the literature (Marchi &
Alves dos Santos 2003; Schlindwein 2003; Lucia et al. 2014). The punctuation pattern of T2 do not
allow a recognition of each morph, because it is variable in both, nigrocincta and suspecta, being
very sparse, sparse or moderately dense (Fig. 2). The iridescence of the wings also showed a huge
variation in both morphs. There are individuals in both with a strong violet iridescence in all wing
extension, but some can present a bluish spot, as well as other colors like metallic greenish and

slightly golden in the apical region. The only kind of wing iridescence color exclusive of some
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entirely black individuals was the predominantly bluish (Fig. 3). Beside the above characters that
are traditionally used we also observed variation in the shape of the basitibial plate (Fig. 4) in both

morphs, and found no character to consistently recognize each morph.

Distribution of morphs

The entirely black morph was predominant or exclusive in the examined material, grouped with
some literature data of selected works, from S&o Paulo and Mato Grosso do Sul states to the north
(Fig. 5), except in Rio de Janeiro and Espirito Santo. In contrast, Lucia et al. (2014), analyzed 259
specimens from Argentina, all with four metasomal ferruginous bands or more. In Brazilian states
the predominance of this typical nigrocincta morph was observed in Southern region, beside Rio de
Janeiro. Intermediate specimes with one, two or three ferruginous metasomal bands were recorded
in a somewhat intermediate region, from Western Parana to Para and Bahia states to the North, and

from Mato Grosso and Mato Grosso do Sul to Rio de Janeiro and Espirito Santo to the East.

The distribution of individual with different T2 density of punctuation do not allow to recognize
any possible pattern of distribution (Fig 6). The only Brazilian States where there is only one morph
are those with lower number of examined specimens. It is possible that all the three morphs were

present in all the recorded distribution, if more individuals are examined.

Molecular data

From the initial 77 specimens, 47 were successfully amplified for the COI fragment with 300 pb,
and from the initial 23 specimens for the CyBb fragment, only 19 were successfully amplified with
268 pb (Table I). In both fragments was observed a high percentage of A and T bases, 44,2 e 32,6%
to COI fragment and 35,1 and 46,8% to CytB fragment, what is already described as common for

the insects mitochondrial genes (Tarrio et al. 2001).
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Phylogenetics reconstructions based on Bayesian Inference for COI and CytB fragments exhibited
no consistent internal resolution to the clade grouping all the individuals of the ingroup (Figs. 7 and
8), giving no support for separation between the two morphs currently assigned to X. nigrocinta and
X. suspecta. The groups within this clade have low bootstrap value, possibly by small number of
characters besides the eventual contradiction between them. Additionally, it was observed the
presence of individuals of different morphs within the great polytomy of the group under analysis

and also within each clade with more than three individuals.

There was found fourteen haplotypes for the COI sequences and nine haplotypes for the Cytb
sequences. The haplotypes for COI, H2 was the most frequently in the samples. Different morphs
by nigrocincta and suspecta presented the same haplotype, as seen in H2, H5, H6, H8, H12 e H13.
Exclusives haplotypes also has been observed, these being within the limits of the studied
specimens: H1 and H9 (Paré state), H3 and H4 (Pernambuco state), H7 (Ceara state), H10, H11 and
H14 (Parana state). The most distant haplotype from the others in COI sequences are H1 (Para
state) and H10 (Parana state), corresponding to five and three mutational steps, respectively. The
remaining haplotypes were closer when compare to the number of mutational steps. Whereas, in
CytB haplotypes sequences, the most frequently was H7. The exclusive haplotypes were H1 (Para
state), H5 and H6 (Parané state), H8 and H9 (Sdo Paulo state). The most distant haplotype also were

H1 (Para state), H3 (Minas Gerais state) and H4 (S&o Paulo e Minas Gerais states).

Apparently there is a certain special pattern in the haplotype network as well as in the morphs
indicated in Figure 9 which may allow a potential to evaluate the phylogeography of the shapes.
However, the number of samples in this research is small to do a phylogeographic analysis with

major security.

The comparison between the different morphs, defining by the presence of ferruginous metasomal

bands and entirely black, revealed a small genetic distance, varying between 0,7 — 1,4% for COI
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and next to 1,2% for CytB, and when compared to representatives of outgroups the divergence was

higher, between 5 —5,7% to Col and 13,8 — 14,3% to CytB.

5. Discussions

The traditional morphological approach is the easiest and most common method to define species
(Leken 1984; Bolton 1995; Michez & Eardley 2007), but morphological characters whom
accurately reflects taxonomic units generally are difficult to determinate (Bickford et al. 2007),
because individuals may exhibit in morphological characters, which this variation is called
polymorphism. If this polymorphics characters are used to identify species, the same evolutionary
unit can be considered as more than one different species, causing a overestimation of diversity
(Sigovini et al. 2016). Incorrect species identification can be frequent when cryptic or polymorphic
species are present in a population. Also, the incorrect identification can be common when only

morphological taxonomic keys are used for identification (Padial et al. 2010).

The easiness of recognizing the presence of metasomal ferruginous bands probably lead to Moure &
Camargo (1988) not to consider the possibility that the entirely black individuals they are describing
as X. suspecta could be a variation within the nominal species described as X. nigrocinta by Smith
(1854). In spite that Schlindwein et al. (2003) diagnose X. nigrocincta by the presence of any
number of bands, there is no mention in literature of the existence of individuals with less than

three.

According to Meier et al. (2008) the Hymenoptera mean intraspecific variation is 1,8%. In the
results founded here, the values for the both mitochondrial genes among individuals with different
morph, all below 1,5% are compatible with those expected for a variation within a single species.
This result is close to what was found by Ferrari & Melo (2014) in their research made with
individuals of three species of Euglossa genus. Besides this, the combination of two genes for
species delimitation already been used for several authors (Ceccarelli et al. 2012; Santos Junior et
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al. 2015; Sabadini et al. 2020) and showed to be an efficient approach to solve this questions with

high confidence.
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FIGURES
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Figure 1. Variation in number of metasomal t
nigrocincta and suspecta. A: Metasomal terga entirely black. B: One band. C e D: Two

bands, in which C have a little blot in T1 and entirely bands in T2 e T3. E: Three bands. F:
Four bands. G: Five bands. H: Six bands. Scale bar: 1 mm.

Figure 2. Variation in T2 metasomal punctuation on nigrocincta and suspecta forms. A and D:

very sparse punctuation. B and E: sparse punctuation. C and F: Moderately dense punctuation.
Scale bar: 1mm.
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Figure 3. Pattern color variation of wings. A and B: suspecta morph. C: nigrocincta morph.
Scale bar: 1cm.

s

.

Figure 4. Variations in shape in the posterior and the anterior pical regions of the basitibial
plate in nigrocincta and suspecta morphs. Scale bar: 1 mm.
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Figure 5. Morphological distribution based in number of T2 metasomal bands in
nigrocincta and suspecta morphs into America do Sul, according to examined
specimens, Moure & Camargo (1988), Schlindwein et al. (2003), Lucia et al.
(2014) and Mawdsley (2018). The size of the circle represents the number of
registered species in each state or province. The smallest circumference
corresponds to one individual, the intermediaries 2 — 5, 6 -15, 16 — 25 and the
biggest corresponds to 26 individuals or more. The division of colors in the

circles correspond the patterns bands frequency observed.
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Figure 6. Morphological distribution based in T2 patterns punctuation in
nigrocincta and suspecta forms. The size of the circle represents the number of
registered species in each state or province. The smallest circumference
corresponds to one individual, the intermediaries 2 — 5, 6 -15, 16 — 25 and the
biggest corresponds to 26 individuals or more. The division of colors in the circles
correspond the patterns bands frequency observed.
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Figure 7. Consensus tree resulting from Bayesian analysis of molecular data from
COlI for the nigrocincta and suspecta morphs. Posterior probability support is
indicated behind the branchs. The circle color is based in a diagnose of the number
of bands on the individuals. Black: entirely black. Red: two bands. Orange: three
bands. Yellow: four or more bands.
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Figure 8. Consensus tree resulting from Bayesian analysis of molecular data from
CytB for the nigrocincta and suspecta morphs. Posterior probability support is
indicated behind the branchs. The circle color is based in a diagnose of the number
of bands on the individuals. Black: entirely black. Red: two bands. Orange: three
bands. Yellow: four or more bands.
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Figure 9. Haplotype network based in COI (A) and CytB (B) sequences regions.
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Email of all authors *Corresponding author: this author being identified by an asterisk:
detailed postal address, phone and fax numbers Short Title: no more than 45 characters,
including spaces. The manuscript should be arranged as follows: title page, abstract and
keywords, introduction, materials and methods, results, discussion, acknowledgments,
general summary (to be translated into German), references, figure captions, tables,
figures. Tables and figures, with their captions, should not appear in the text, but be
placed together on separate sheets at the end of the manuscript. Abbreviations should be
punctuated. Uppercase letters should be accentued, small capital should not be used.
Abstract

The abstract (no more than 850 characters, spaces excluded) should be in a form suitable
for abstracting services. It should contain no paragraphs, footnotes, references,

crossreferences to figures and tables and undefined abbreviations.

Keywords
Up to five keywords should be supplied, they may be taken from the title, abstract or text.
The plural form and uppercase letters should be avoided. Keywords should be written in

bold lowercase letters, separated by slashes.

1.Introduction
Section headings should be numbered following the international numbering system
(1,11, 1.1.1., etc.).

2.Materials and Methods
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3.Results
4.Discussion
Acknowledgements

General summary (for translation into German)

This summary (10% of the length of the article, excluding abstract and references, but not
to exceed 2500 characters, spaces excluded) is intended for a general audience and should
be written in non-technical language. It should mention the aim of the study, place it in
the scientific context, provide brief information about methods and sufficient information
on results (with reference to the tables and figures), and lastly the discussion and
conclusion. It should be written in English and will be translated into German by the

editorial office.

References

In the text, refer to author(s) name(s) and year of publication. When there are more than
two authors, give the first author’s name followed by et al. References cited together in
the text should be arranged chronologically. Ex.: (Smith, 1979, 1980; Anderson and
Smith, 1982a; Anderson et al., 1985). In the reference list, the references should appear in
alphabetical order. If there is more than one author, the order is as follows: publications
of a single author in chronological order; publications of the same author with one co-
author in chronological order; publications of the author with more than one co-author in
chronological order. Proceedings of articles submitted for publication, unpublished data,
personal communications should not appear in the reference list but should be cited in the
text as “unpubl. data”. All entries in the reference list must correspond to references in

the text and vice versa. The titles of journals should be abbreviated according to the rules
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of Biosciences Information Service (Biosis) or those of the Listed’abréviations de mots
des titres de publications en série (conforming to ISO 4, Centre international de ISSN,
Paris). Words for which no abbreviation is given should be written in full. Examples are
given below of the layout and punctuation to be used in the references: Article: Anderson
D.L., Trueman J.W.H. (2000) Varroa jacobsoni (Acari:Varroidae) is more than one

species, Exp. Appl. Acarol. 24, 165-189.

Book: Ruttner F. (1988) Biogeography and taxonomy of honeybees, Springer Verlag,
Berlin. Chapter in a book: Southwick E.E. (1993) Biology and social physiology of the
honey bee, in: Graham J.M. (Ed.), The hive and the honey bee, Dadant and Sons,
Hamilton, Illinois, pp. 171-196. Electronic material: Bogdanov S. (1999) Water content:
comparison of refractometric methods with the Karl Fisher method, Annu. Meet. Int.
Honey Comm. Dijon, [online] (accessed on 16 August 2004). For all other kinds of

documents, please contact the managing editor (apidologie@sophia.inra.fr).

Figures and Tables

Ilustrations should be numbered in Arabic numerals for figures and Roman numerals for
tables, and should be referred to in the text by their number: Fig. 1, Tab. I. Lettering
(symbols, numbers, etc., preferably in Arial font,) should not differ from figure to figure
and should be of sufficient size to remain legible after reduction (letters 1-2 mm high
after reduction to either one (6.5 cm) or two column (13.5 cm) format). Figures should be
presented in the form of drawings on drawing or tracing paper or as sharp glossy prints.
Half-tones should contain good contrast and should be originals (i.e. not already
reproduced); line drawings should have a white background. Photographs should be

presented in the form of plates to be reproduced without reduction (maximum size 13.5 x
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20 cm). The lettering should not be placed any closer to the edges than 1 cm. The figure
captions should be explicit so that the illustrations are comprehensible without reference
to the text. In the paper version of the journal, figures are in black and white (for colour,
authors should make a contribution, prices on request), but they appear in colour in the
electronic version. Tables should not exceed 84 characters per line (140 if in landscape
format). The title of each table should be written above the corresponding table. Figures
and tables published elsewhere cannot be accepted without the prior consent of the

publisher and the author(s).
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