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Ata da 212* Apresentacio da Defesa de
Dissertaciio da Mestranda Marcella Pereira
Peixoto.

Aos vinte e sete dias do més de fevereiro de dois mil e doze, no Auditério do DSE do Centro de
Ciéncias Exatas e da Natureza da Universidade Federal da Paraiba, reuniu-se, em carater de
solenidade publica, as 14:00 horas, a banca examinadora da mestranda Marcella Pereira Peixoto
composta pelos seguintes professores doutores Celso Feitosa Martins (UFPB), Candida Maria
Lima Aguiar (UEFS/BA) e Fernando César Vieira Zanella (UFCG). Compareceram a solenidade,
além da candidata e membros da banca examinadora, alunos e professores do PPGCB. Dando
inicio 2 sessdo, a senhora coordenadora, Professora Maria Regina Vasconcellos Barbosa, fez a
abertura da sessdo, apresentando a candidata Marcella Pereira Peixoto. Em seguida, fez a
apresentacdo da banca examinadora e passou a presidéncia da sessdo para o Prof. Celso Feitosa
Martins que, concomitantemente, como orientador da aluna, assumiu a posicdo de Presidente da
sessdo que, ap6s declarar o objeto da solenidade, concedeu a palavra a mestranda Marcella
Pereira Peixoto, candidata ao grau de Mestre em Ciéncias Biol6gicas, para que dissertasse, oral
e sucintamente, a respeito do tema “Biologia e ecologia da nidificacdo e variabilidade genética de
Centris (Centris) flavifrons (FABRICIUS, 1775) (Hymenoptera: Apidae, Centridini)”’. Passando
entio a discorrer sobre o aludido tema, dentro do prazo legal, a candidata foi a seguir argtiida
pelos examinadores na forma regimental. Em seguida, passou a Comissdo, em cardter secreto, a
proceder a avaliagdo e julgamento do trabalho, concluindo por atribuir-lhe o conceito
APROVADO COM DISTINC A O Perante a aprovagio, declarou-se a candidata
Marcella Pereira Peixoto, legalmente habilitada a receber o grau de Mestre em Ciéncias
Biolbgicas, drea de concentragdo Zoologia. Nada mais havendo a tratar eu, Celso Feitosa Martins,
como presidente, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, assino juntamente com 0S demais

membros da banca examinadora.
Jodo Pessoa, 27 de fevereiro de 2012
Celso Feitosa Martins Candida Maria Lima Aglﬂliar
(Orientador) (Titular)

/Eéﬂrﬁof César Vieira Zanella (Titular)
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“As coisas mais maravilhosas que podemos
experimentar sao as misteriosas. Elas sao a
origem de toda verdadeira arte e ciéncia.
Aquele para quem essa sensacao ¢ uma
estranha, aquele que nao mais consegue parar
para admirar e extasiar-se em veneragao, ¢
como se estivesse morto: seus olhos estao

fechados.”

Albert Einstein
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Dedico aqueles que se encantam
com O mesmo que eu: 0s “pequenos
detalhes” da vida, os quais me

puseram a realizar este estudo.
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fase de pré-pupa. Foto: Marcella PEIXOLO .........ccoiiuiiiiiiiiie ettt 39

FIGURA 1.27. Escavacdo do vaso 3. E possivel visualizar trés células a, aproximadamente, 40 cm
de profundidade. FOto: CelSO F. MArtiNS.........cc.uuiiiiieeiiiiiiiiie e s eee e e e e s e seee e e e e e e s s snnneneeeeeeeeeennnes 39

FIGURA 1.28. Células de C. flavifrons. Seta indicando o processo central da capsula. Foto: Celso F.
= L5 1T PR PPPTPRRN 39
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FIGURA 1.29. Célula aberta contendo uma larva (primeiro estadio do desenvolvimento) sobre uma
espessa camada de 6leo e, logo abaixo dela, na base da célula, encontra-se depositado o pdlen.
o) (e B L= ETo e - T 1] U RPOURPPRRN 40

FIGURA 1.30. Célula aberta contendo uma larva defecante (estagio de pré-pupa) no interior de um
casulo. Observar o0 acumulo de fezes na base da célula (seta). Foto: Marcella Peixoto................... 40

FIGURA 1.31. Tempo despendido dentro e fora do ninho pela fémea do N52 - primeira temporada;
abelha marcada (A7) - ao longo do periodo de atividade deste ninho. No primeiro dia, o ninho
encontrava-se em fase de escavacédo (observar que o maior tempo é despendido dentro do ninho).
No segundo dia, o ninho estava em fase de aprovisionamento (mais tempo foi despendido fora do
ninho), podendo ser observada a ovoposicao e conclusao da célula no fial do dia (quando a fémea
passou, novamente, um maior periodo dentro do ninho. Setas cinzas indicam vbos para coleta de
[010] [ o I PO TP PP POPPPPTPPPPR 46

FIGURA 1.32. Tempo despendido dentro e fora do ninho pela fémea do N50 (primeira temporada;
abelha marcada (A42)) ao longo do periodo de atividade deste ninho. O primeiro dia de atividade do
ninho, que compreende ao periodo de escavagdo, ndo esta apresentado no gréfico. As linhas
verticais tracejadas delimitam as atividades por dia. Setas pretas indicam vdos para coleta de 6leo,
e setas cinzas indicam voos para coleta de pélen. Estrelas preta indicam o momento em que uma
(o= [W]F= o T o] Vo (U YT - T PSRRI 47

FIGURA 1.33. Tempo despendido dentro e fora do ninho pela fémea do N34 (segunda temporada;
abelha ndo marcada) ao longo do periodo de atividade deste ninho. O primeiro dia de atividade do
ninho, que compreende ao periodo de escavag¢do, ndo esta apresentado no gréafico. As linhas
verticais tracejadas delimitam as atividades por dia. Setas pretas indicam vdos para coleta de 6leo,
e setas cinzas indicam voos para coleta de poélen. Estrelas preta indicam o momento em que uma
(o= 1] = {0 I oo e[ o = VOSSR 48

Capitulo Il — Variabilidade genética de Centris (Centris) flavifrons (FABRICIUS, 1775)
(Hymenoptera: Apidae, Centridini)

FIGURA II.1. Mapa representativo com énfase no estado da Paraiba (PB) e parte do estado de
Pernambuco (PE) contendo as areas onde foram realizadas expedi¢@es para coleta de C. flavifrons.
1 — Area principal de estudo, Cidade Universitaria, Jodo Pessoa-PB; 2 — Sitio Olho D’Agua,
Alhandra-PB; 3 — Usina S&o Jodo, lgarassu-PE; 4 — Vale do Catimbau, Buique-PE; 5 — Granja
Antdnio, Camaragibe-PE; 6 — Municipio de Mamanguape-PB; 7 — Fazenda Acerolandia, Paudalho-
PE; 8 — MUNICIPIO d€ PAUIISTA-PE ......cccceiiiiiiiiiiei et e e e e e e e e e e s e ennanee e e e e e s e nnnneees 72

FIGURA 11.2. Gel de agarose 1% corado com Gel Red™ e visualizado em luz UV mostrando os
fragmentos de cytb e COI apds a purificacdo. S&o observadas 50 amostras, porém, duas delas (19
e 22) foram excluidas do sequenciamento pois ndo foi obtido resultado positivo para o
seqgllenciamento. A seta indica a direcdo da migragéo no gel. Foto: Kétia Ferreira............ccccceenee 77

FIGURA 11.3. Alinhamento entre sequéncias obtidas para o gene cytb. Na legenda, os ndameros
precedentes em cada amostra referem-se ao nimero da extracdo do material genético; CasaCelso
= Area principal de monitoramento, em Jodo Pessoa/PB; SODAgua = Sitio Olho D’4gua, em
Alhandra/PB; CamaragibePE e IgarassuPE correspondem a amostras provenientes desses
municipios, localizados no estado de PernambuCo ..........ccccooivviiiiiiiiie e 79
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FIGURA 11.4. Alinhamento entre sequéncias obtidas para o gene COIl. Na legenda, os nimeros
precedentes em cada amostra referem-se ao numero da extracdo do material genético; CasaCelso
= Area principal de monitoramento, em Jodo Pessoa/PB; SODAgua = Sitio Olho D’agua, em
Alhandra/PB; CamaragibePE e IgarassuPE correspondem a amostras provenientes desses
municipios, localizados no estado de PernambuUCO. ..........ccceeiiiiiiiiiiiee e e e 81

FIGURA I1.5. Rede de haplétipos obtida para o gene cyth, representando os 13 haplétipos
verificados para a regido. Seq(s) = numero de sequéncias em que o respectivo haplétipo foi
<] gt ] 011 = Vo [o 1 RO 83

FIGURA 11.6. Rede de haplétipos obtida para o gene COI, representando os sete haplétipos
verificados para a regido. Seq(s) = numero de sequéncias em que o respectivo haplétipo foi
=T gToloT 0] i = o [o UUU PO PP PP PUPUPUPRPPRN 84



RESUMO

Centris (Centris) flavifrons Fabricius, 1775 é uma espécie de abelha solitaria de grande porte
e de ampla distribuicdo Neotropical. O presente estudo teve como objetivo conhecer a
biologia e a ecologia da nidificacdo dessa espécie — em uma area urbana da cidade de Jodo
Pessoa, Paraiba —, assim como a sua variabilidade genética. O local especifico de estudo das
atividades de nidificacdo corresponde a um jardim residencial localizado em &rea urbanizada.
O comportamento das fémeas nos ninhos foi observado in loco e através de filmagens, sendo
utilizado o método de marcacdo nessas fémeas. O estabelecimento dos ninhos ocorreu em
superficies horizontais ensolaradas de solo arenoso e desnudo, sem grama. Ao longo dos
dois anos de estudo (compreendendo, portando, dois periodos de nidificacdo), foram
encontrados 286 ninhos formando um agregado. A densidade de ninhos em toda a area do
jardim foi de 0,28 ninhos/m? no primeiro periodo monitorado e 0,18 ninhos/m? no segundo. As
entradas dos ninhos tinham forma circular, geralmente expostas, e tipicos monticulos de areia
localizados lateralmente a elas. O tempo médio que uma fémea despendeu na escavacao de
um ninho foi de 3h e 40min (n=12). A média do periodo de atividade de um ninho foi de 6,9
dias, variando entre dois (n=17) a 19 (n=1) dias. Foram observados casos de reativacdo e de
invasdo e posse de ninhos por outras abelhas, que ndo a sua fundadora. Para 434 vbos
observados, a média de vdos diarios para coleta de recursos florais foi de sete vbos, sendo
gue 82,7% deles ocorreram no periodo da manha. Desse total, 75% dos vbéos foram para a
coleta de polen e 25% para a coleta de 6leo. A duragéo dos vbos, tanto para coleta de pdlen
quanto para coleta de 6leo, aumentavam ao longo do dia. Foi verificada uma média proxima
de cinco células por ninho, variando de uma até o maximo de nove células de acordo com a
duragdo do ninho. Houve evidéncias indiretas de Mesoplia sp. parasitando ninhos de C.
flavifrons. Quanto a sua arquitetura, os ninhos escavados apresentaram um tunel principal
com ramificacdes em sua extremidade, devido a construcdo de mais de uma célula, as quais
podem estar verticalmente alinhadas ou ndo. Nos “vasos-armadilha”, foram encontradas até
seis células de uma mesma fémea. De forma geral, as dimensbes das células variaram
pouco, apresentando forma capsular, com base arredondada e uma “tampa” arqueada no
apice, onde se encontra um processo central. Foram encontradas larvas em todos os estadios
larvais, porém ndo foram encontradas pupas. As analises genéticas foram realizadas
utilizando sequéncias de duas regifes de genes mitocondriais como marcadores: cytb e COIl.
A maioria das amostras foi coletada durante o estudo das atividades de nidificacdo, em Jo&o
Pessoa (PB), enquanto as demais foram coletadas em outra localidade da Paraiba e em
Pernambuco. As redes de hapl6tipos ajudaram na visualizacdo de que existem varios
haplétipos mitocondriais nas amostras da &rea principal do estudo, em Jo&o Pessoa. Alguns
haplétipos foram encontrados em mais de uma localidade. Neste estudo, os dados sugerem
gue o gene cytb foi mais informativo que COI. Contudo, alguns dos exemplares né&o
apresentaram bom rendimento nas reacfes de amplificacdo e, consequentemente, de
sequenciamento, seja para um gene em particular ou para ambos. Dessa forma, para a
obtencéo de resultados mais embasados, os estudos genéticos precisam ser continuados.

Palavras-chave: Abelhas solitarias, Centris flavifrons, ninho, comportamento de nidificacéo,
DNA mitocondrial
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ABSTRACT

Centris (Centris) flavifrons Fabricius, 1775 is a large solitary bee species and widely
distributed in Neotropical region. The present study aimed to understand the nesting biology
and the ecology of this species — in an urban area in Jodo Pessoa city, Paraiba -, as well as its
genetic variability. The specific study site of the nesting activities corresponds to a residential
garden located in an urbanized area. The female behavior in the nests was observed in situ
and through films, by using the method of marking these females. The establishment of the
nests occurred on horizontal, sunny, sandy and bare surfaces, without grass. Over two years
of study (comprising, therefore, two nesting periods) 286 nests were found forming an
aggregate. The density of the nests in the whole area of the garden was 0.28 nests/m?
monitored in the first period and 0.18 nests/mz2 in the second. The entrances of the nests had a
circular shape, usually exposed, and typical amounts of sand located laterally to them. The
average time spent by a female digging a nest was 3h and 40 min (n = 12). The average
period of a nest activity was 6.9 days, ranging from two (n = 17) to 19 (n = 1) days. Cases of
reactivation of nests, as well as invasion and possession of nests by other bees than its
founder were observed. For the 434 observed flights, the average of daily flights for collecting
floral resources was seven flights, with 82.7% of them occurred in the morning. Of this total,
75% of the flights were for pollen and 25% for oil collection. The time period of flights, both for
pollen and for oil collection, increased throughout the day. It was verified an average of about
five cells per nest, ranging from one up to a maximum of nine cells according to the duration of
the nest. There was indirect evidence of Mesoplia sp. parasitizing nests of C. flavifrons. About
its architecture, the excavated nests showed a main tunnel with branches at its end, due to the
construction of more than one cell, which can be vertically aligned or not. In the "trap-pots"
were found up to six cells from the same female. Overall, the dimensions of the cells did not
varied much, showing capsular form, with rounded base and a cap arched at the apex, where
there is a central process. Larvae were found in all larval instars, but pupae were not found.
Genetic analyzes were performed using sequences of two mitochondrial genes regions as
markers: cytb and COI. Most samples were collected during the study of nesting activities in
Jodo Pessoa (PB), while the others were collected in another location of Paraiba and
Pernambuco. The haplotypes networks helped to observe that there are several mitochondrial
haplotypes in samples from the main area of study in Jodo Pessoa. Some haplotypes were
found in more than one location. In this study, the data suggest that cytb gene was more
informative than COIl. However, some of the specimens did not show good performance in
amplification reactions and, consequently, sequencing, or for a particular gene or both. Thus,
to obtain more grounded results, genetic studies have to be continued.

Keywords: Solitary bees, nest, nesting behavior, Centris flavifrons, mitochondrial DNA
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1 APRESENTACAO

As abelhas séo, sem duvida, o principal grupo de invertebrados polinizadores
(BUCHMANN & NABHAN, 1996; REBELO, 2001; KEARNS, 2001), sendo
consideradas "espécies-chave”: animais de extrema importancia no funcionamento do
ecossistema de tal forma que sua auséncia teria efeitos de longo alcance e mais
vastos do que a sua abundancia indicaria (KEVAN, 1991; LASALLE & GAULD, 1993;
MCcINTYRE & HOSTETLER, 2001). Devido ao fato de suas espécies serem visitantes
florais obrigatorios, tanto de plantas nativas quanto de plantas cultivadas, a
importancia ecoldgica e econémica desse grupo é ressaltada (ROUBIK, 1989). Dessa
forma, tém sido objeto de estudo nas mais variadas areas da biologia, como
Taxonomia, Etologia, Morfologia, Ecologia e Genética (ROUBIK, 1989; MICHENER,
2007).

No entanto, tém-se constatado um declinio de polinizadores a nivel mundial,
causado por agbes antropicas e fragmentacdo de ambientes naturais (DENYS &
SCHMIDT, 1998; BUCHMANN E NABHAN, 1996, MATHESON, et al.,1996). Dessa
forma, muitos pesquisadores ressaltam a necessidade premente de estudos tendo
como objeto de trabalho as abelhas (FRANKIE et al.,1993; BIESMEIJER et al., 2006;
KLEIN et al., 2007).

Contudo, em habitats que foram modestamente — as vezes até drasticamente —
alterado por atividades humanas, ha evidéncias crescentes de que parte consideravel
de comunidades de abelhas nativas pode persistir nessas areas (CANE, 2005;
FRANKIE et al., 2005; WILLIAMS et al., 2001). Particularmente em areas urbanas,
apesar dos seus potenciais impactos negativos, muitas espécies de abelhas sdo
comuns nessas areas, que retém uma diversidade de habitats e muitas caracteristicas
gque sdo esséncias para a permanéncia dessas populacdes, locais para nidificacao e
recurso florais (CANE, 2001, 2005; OWEN, 1991; CANE et al. 2006; SAURE, 1996;
FRANKIE et al. 2005)

A urbanizagdo pode criar, potencialmente, ricos habitats artificiais,
apresentando-se na forma de jardins residenciais (FETRIDGE et al. 2008). Os jardins
podem oferecer uma grande variedade de recursos alimentares, favorecendo,
principalmente, as abelhas poliléticas, que corresponde a quase todas as abelhas
sociais e muitas espécies solitarias; além de oferecer uma ampla variedade de
materiais e locais para nidificacdo, tais como cavidades artificiais, solo nu e caules
mortos (CANE et al. 2006; FRANKIE et al. de 2005, FETRIDGE et al. 2008).



Devido a este potencial em relacdo as abelhas e de outros polinizadores
secundéarios, e considerando a crescente expansao da urbanizagéo, € preciso manter,
conservar e obter estratégias visando o manejo de jardins enquanto locais
remanescentes que permitem a permanéncia dos polinizadores nessas éareas
(SHEPHERD et al. 2003).

Devido ao fato da permanéncia de uma determinada populacdo de abelha em
uma area estar diretamente relacionada com os recursos florais e os locais de
nidificacdo disponiveis, é relevante o estudo da biologia e ecologia da nidificacéo,
assim como o comportamento de forrageamento dessas espécies. Além do
conhecimento obtido acerca da biologia e ecologia destas abelhas, estudos permitem,
muitas vezes, a obtencdo de informacdes sobre as limitacbes de recursos e habitats
utilizados por essas abelhas (FRANKIE et al., 1989; ANTONINI & MARTINS, 2003).

Além da dindmica do ambiente e das interacdes ecoldgicas, a estrutura
genética das populacdes das espécies no ecossistema determina a sobrevivéncia de
populacdes biologicas em uma determinada area. Desse modo, um estudo sobre a
ecologia das espécies pode ser beneficiado quando acompanhado pelo estudo de
fluxo génico nestas populacdes (FREITAS et al., 2005).

Embora, atualmente, ja exista grande preocupagéo em realizar estudos sobre a
biodiversidade e o manejo de ecossistemas naturais e ameagados, a biologia e
ecologia das comunidades de abelhas em é&reas urbanizadas ainda s&o pouco
estudadas, incluidas as abelhas da tribo Centridini (FRANKIE et al., 1993).

Neste sentido, enfatizando que observacbes comportamentais detalhadas,
aliadas a andlises genéticas da espécie, podem ajudar no reconhecimento de fatores
intrinsecos a biologia da mesma, este estudo constitui uma importante contribuicao
para o conhecimento da biologia e da ecologia da nidificacdo de uma espécie de
abelha solitaria — Centris (Centris) flavifrons FABRICIUS, 1775 — em uma area urbana,

assim como sua variabilidade genética.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Descrever a biologia e a ecologia da nidificagdo de Centris (Centris) flavifrons
em uma area urbana da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba; assim como a variabilidade
genética da espécie.

2.2 Objetivos especificos

i) Descrever o estabelecimento, o processo de construcdo e a densidade dos
ninhos de C. flavifrons, assim como as areas que essas abelhas utilizam no seu
processo de nidificagao;

ii) Descrever a estrutura dos ninhos e células;

iii) Observar o comportamento das fémeas nidificantes (tempo que as fémeas
despendem desde o inicio da construcao até a conclusao do ninho, nUmero e tempo
despendido em vbos de forrageio para coleta de poélen e 6leo, tempo que as fémeas
despendem para a constru¢do de uma célula, as interacdes entre fémeas construindo
diferentes ninhos e verificar a possibilidade de reutilizagdo e usurpacdo de ninhos;
quantos ninhos uma fémea pode construir;

iv) Estimar o nimero de gera¢cfes anuais para a espécie;

v) Verificar a existéncia de parasitismo;

vi) Verificar a variabilidade genética da espécie, assim como 0 parentesco
genético entre os individuos na area principal de estudo e inferir os padrdes de
colonizacdo na espécie a partir de dados genéticos mitocondriais (heranca

uniparental).

O cumprimento dos objetivos propostos possibilitou a apresentacdo dos
resultados do presente trabalho na forma de dois capitulos. O primeiro capitulo, o qual
aborda a biologia e ecologia da nidificacdo de Centris (Centris) flavifrons, esta
relacionado com o0s cinco primeiros objetivos. O segundo capitulo, que aborda os
estudos acerca da variabilidade genética da espécie, desenvolve o que o Ultimo

objetivo propdem. Os capitulos que se seguem tém a seguinte intitulacao:
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Capitulo | — Biologia e ecologia da nidificagcdo de Centris (Centris) flavifrons
(FABRICIUS, 1775) (Hymenoptera: Apidae, Centridini) em uma area urbana da

cidade de Joao Pessoa — Paraiba;

Capitulo Il — Variabilidade genética de Centris (Centris) flavifrons (FABRICIUS,
1775) (Hymenoptera: Apidae, Centridini).
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CAPITULO 1

Biologia e ecologia da nidificacdo de Centris (Centris) flavifrons
(FABRICIUS, 1775) (Hymenoptera: Apidae, Centridini) em uma area
urbana.




1 INTRODUCAO

1.1 Biologia e ecologia das abelhas

1.1.1 As abelhas solitdrias e os Cenfridini

As abelhas, himenopteros da superfamilia Apoidea (Apiformes) sdo, ecologicamente,
um dos mais importantes grupos de insetos, por serem 0s principais agentes polinizadores
das Angiospermas, contribuindo de forma eficiente na manutencdo dos ecossistemas
naturais (BUCHMANN & NABHAN, 1996; REBELO, 2001). Dessa forma, as abelhas s&o
responsaveis pela maior parte do fluxo génico (polinizacdo cruzada) entre individuos e
populagbes adjacentes dessas plantas. (ROUBIK, 1989, 1993; NEFF & SIMPSON, 1993;
PROCTOR et al., 1996).

Existem cerca de 20.000 espécies descritas de abelhas (MICHENER, 2007). Dessas,
85% sdao solitarias, 10% cleptoparasitas e parasitas sociais (abelhas que utilizam células
aprovisionadas por outras abelhas, normalmente solitarias, para realizar postura ou capturar
os estoques alimentares) e apenas 5% apresentam diferentes graus de sociabilidade
(BATRA, 1984).

O comportamento solitario é caracterizado pela independéncia das fémeas na
construcao e aprovisionamento de seus ninhos. Nao h& cooperacéo, ou divisdo de trabalho,
entre as fémeas de uma mesma geracdo, ou entre mae e filhas. Na maioria das vezes, a
mae morre antes de sua prole emergir, sem haver relagbes entre geracbes diferentes
(MICHENER, 1974).

De acordo com Roubik (1989), Halictidae, Megachilidae e Apidae sédo importantes
familias de abelhas solitarias polinizadoras. Muitas espécies, como as pertencentes a familia
Apidae (ROIG-ALSINA & MICHENER, 1993), podem voar longas distancias nas matas
tropicais em busca de espécies vegetais preferenciais (JANZEN, 1971; FRANKIE, et al.,
1983), promovendo a polinizacdo cruzada (ROUBIK, 1993; NEFF & SIMPSON, 1993).

A tribo Centridini, pertencente a familia Apidae, retne aproximadamente 176
espécies de abelhas, incluidas em dois géneros: Centris Fabricius, 1804 (Figura |.1) e
Epicharis Klug, 1807 (Figura 1.2). Essas abelhas se distribuem principalmente nas regides
tropicais das Américas, com representantes presentes, incluindo espécies endémicas, nas
areas mais secas das regides subtropicais e temperadas (MICHENER, 2007; SILVEIRA, et
al., 2002).

Abelhas da tribo Centridini visitam flores para obter recursos necessarios a sua

manutencdo e atividade reprodutiva, tais como Oleos florais, pdlen, néctar e resinas
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(ROUBIK, 1989; VINSON, et al., 1996). Essas abelhas sdo conhecidas por serem
especializadas na coleta de 6leos florais (Figura 1.1). Os 6leos coletados séo utilizados na
construcdo de partes do ninho e para a alimentagdo das larvas, juntamente com pélen
(BUCHMANN, 1987; VOGEL, 1974). O néctar pode ndo ser utilizado no aprovisionamento
de suas células, e sim como fonte de energia dos adultos (FRANKIE et al., 1993).

Figura I.1. Centris sp. coletando éleo em flor de Figura 1.2. Epicharis rustica. Foto: Giorgio
Malpighiaceae. Foto: Roe Brasil. Venturieri.

Dessa forma, muitos estudos tém apontado o importante papel dessas abelhas como
polinizadores chave para a manutencdo de varias espécies de plantas neotropicais
(FRANKIE et al.,, 1976; GOTTSBERGER et al., 1988; FREITAS, 1997; SCHLINDWEIN,
2000; 2005), incluindo plantas produtoras de 6leo, como espécies de Malpighiaceae
(destacando-se acerola e murici) (REGO & ALBUQUERQUE, 1989; FREITAS et al., 1999),
Krameriaceae (BUCHMANN, 1987) e Scrophulariaceae (VOGEL & MACHADO, 1991).

Apesar da ampla distribuicdo, dos habitos de nidificacéo variados e do fato de serem
polinizadores essenciais para a manutencdo de varias espécies vegetais nos ecossistemas
tropicais, dados sobre a bionomia e os habitos de nidificacdo das espécies de Centridini
ainda s&o esparsos (JESUS & GAROFALO, 2000; GAROFALO et al., 2004; REGO, 2006).
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1.1.2 O género Centris e a espécie Centris (Centris) flavifrons

As espécies do género Centris estdo distribuidas em 12 subgéneros (SNELLING,
1984; AYALA, 1998). Esse género possui grande diversidade de habitos de nidificacdo, com
as maiores diferencas aparecendo em nivel subgenérico (COVILLE et al., 1983). Embora
alguns estudos (p.ex., VINSON & FRANKIE, 1988) revelem uma tendéncia geral das
espécies de Centris em nidificar em habitats florestados, ninhos de algumas das espécies
desse género (p.ex., C. tarsata Smith) sdo comumente encontrados em habitats quentes e
iluminados (REGO, 2006; SILVA et al., 2001; VIANA et al., 2001).

Coville et al. (1983) fizeram uma revisdo dos hébitos de nidificagdo do género
Centris. Dentre as espécies que nidificam no solo, existem informacdes sobre C. aenea
Lepeletier, 1841 (AGUIAR & GAGLIANONE, 2003), C. flavifrons (Fabricius, 1775) (REGO et
al., 2006), C. colaris Lepeletier, 1841 (CAMILLO et al., 1993) e C. fuscata Lepeletier, 1841
(CAMILLO et al., 1993).

No Brasil, as espécies mais estudadas foram aquelas que nidificam em cavidades
preexistentes, principalmente em ninhos-armadilha, devido a facilidade oferecida pela
técnica. As espécies que fazem seus ninhos no solo ou em termiteiros sdo pouco estudadas
devido a dificuldade de se encontrar e observar seus ninhos (AGUIAR & MARTINS, 2002;
AGUIAR & GAROFALO, 2004; AGUIAR et al., 2006; OLIVEIRA & SCHILINDWEIN, 2009).

Centris (Centris) flavifrons (Fabricius, 1775), é uma espécie de abelha solitaria de
grande porte e de ampla distribuicdo Neotropical (Figura 1.3). Como a maioria dos Centridini,
essas abelhas coletam Oleos florais com estruturas especializadas, localizadas nos
basitarsos das pernas anteriores e médias (VOGEL, 1974; ROBERT & VALLESPIR, 1978;
NEFF & SIMPSON, 1981), que sdo misturados ao pélen para aprovisionamento das células
(BUCHMANN, 1987).

Figura 1.3. Centris (Cen&fés) flavifrons. Foto: Paianiplan.
Disponivel em
http://www.flickr.com/photos/paianiplam/5783743868


http://www.flickr.com/photos/paianiplam/5783743868

Albuquerque & Régo (1989) ressaltam a eficiéncia do comportamento de polinizagao
dessa espécie em flores do murici (Byrsonima crassifolia). Porém, os poucos estudos sobre
a biologia da nidificagdo de C. flavifrons estdo restritos as areas de savana na Costa Rica
(VINSON et al., 1996, 1997; VINSON & FRANKIE, 1988) e no estado do Maranh&o, no
Brasil (REGO et al., 2006). Peixoto (2010) deu inicio ao estudo da biologia e ecologia da
nidificacdo de C. flavifrons em &rea urbanizada da cidade de Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil.
Resultados preliminares sugerem maior tempo de construcdo dos ninhos em relacdo a
estudos prévios, reutilizacdo de ninhos, usurpacdo e/ou competicdo intraespecifica pelos
locais de nidificacdo e a possibilidade de bivoltinismo.

Estudos sobre a biologia da nidificacdo também permitem, muitas vezes, a obtencéo
de informacbes sobre as limitacbes de recursos e habitats utilizados por essas abelhas
(FRANKIE et al., 1989). Moure (2001) alerta para a perda de biodiversidade e propde
algumas acdes importantes para diminuir os danos causados por esta perda e aumentar o
conhecimento biologico, tais como: estudo da fauna sobrevivente, incremento das colecdes

e revisdes taxondmicas das espécies descritas.

1.2 A alteracao do ambiente e as populacoes de abelhas

A biologia e o comportamento da flora e da fauna sdo diretamente influenciados
pelas condicbes ambientais. O habitat de uma determinada espécie deve garantir
disponibilidade de alimento, abrigo e boas condi¢bes de reprodugdo. Segundo Potts et al.
(2005), as caracteristicas que determinam a permanéncia e a estrutura das comunidades de
abelhas em um ambiente sdo os caracteres florais e a disponibilidade de locais para a
nidificacdo. Quaisquer fatores que afetem a existéncia ou abundancia desses recursos
podem interferir, negativamente, na populacdo desses insetos (RAMBALDI & OLIVEIRA,
2003; ANTONINI & MARTINS, 2003).

A alteracdo do ambiente natural pode ser ocasionada por fatores tais como
desmatamentos, queimadas e urbanizacdo, entre outros, resultante da crescente
intervengdo humana. Um ambiente degradado pode apresentar alteracdes na intensidade
de luz e no microclima, o que pode afetar o crescimento e a floragcdo das plantas, limitando
as condi¢Bes de permanéncia de organismos dependentes (RINCON et al.,1999).

As atividades humanas tém afetado diretamente as comunidades de plantas e, do
mesmo modo, a comunidade de polinizadores, como as abelhas. A consequente reducéo e
o isolamento da vegetacdo natural provocam alteracdes na paisagem, modificando habitats,

com implicagcbes danosas para as abelhas nativas (SAMEJIMA et al., 2004).
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O desenvolvimento e 0 aumento da urbanizagédo sdo conhecidos por causarem séria
diminuicdo na riqueza de espécies silvestres (DENYS & SCHMIDT, 1998). Contudo, mesmo
no interior de cidades densamente populosas sdo encontrados recursos para as populacdes
de abelhas (SAURE, 1996). Por esta raz&o, apesar da significante pressdo nas cidades, um
numero consideravel de abelhas ainda pode ser ali encontrado (BANASZAK, 1992).

Muitos pesquisadores também tém identificado efeitos diretos e indiretos de impactos
ambientais sobre as comunidades de abelhas quando da expansédo de areas utilizadas na
agricultura e pecuaria, resultando em fragmentacdo de matas e isolamento de habitats
(POTTS et al.,, 2005). Mais recentemente, tem sido destacado o declinio mundial dos
polinizadores, com impacto direto na produtividade agricola e a necessidade premente de
estudos para avaliar parametros populacionais das abelhas (e.g. BIESMEIJER et al., 2006;
KLEIN et al., 2007).

Frankie et al. (1993) chamam a atencgéo para a necessidade de se realizar estudos
sobre a biologia reprodutiva de Centris, assim como outros aspectos comportamentais e
ecoldgicos deste e de outros grupos, uma vez que as populagdes tendem a entram em
declinio por influéncia dos impactos causados ao meio (como a agricultura, queimadas e

outros).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Sitio especifico do estudo

A area de estudo, onde foram desenvolvidas todas as atividades de campo do
presente projeto, esta situada em area urbana da cidade de Jodo Pessoa, estado da
Paraiba — Brasil (Figura 1.4). A altitude média da cidade de Jodo Pessoa em relacao ao nivel
do mar é de 10 metros, predominando terrenos planos em seu sitio urbano. O clima da
cidade € quente e umido, do tipo intertropical (As’ segundo Kdppen), com temperaturas
médias anuais de 26°C. Existem duas estacdes climaticas definidas: as chuvas ocorrem no
periodo de outono e inverno e durante todo o resto do ano o clima é seco. A pluviosidade
média anual da cidade de Jodo Pessoa é de 1780 mm. (SEPLAN-JP, 2009).

A vegetacdo é de mata latifoliada perenifélia costeira (Mata Atlantica). Embora seja
bem urbanizada, a cidade conta com importantes resquicios da Mata Atlantica original
preservados, como é o caso da Mata do Buraquinho, com cerca de 500 ha, situada a
aproximadamente 1,2 Km de uma da area de estudo.

O local especifico de estudo corresponde a um jardim residencial situado no bairro
Jardim Cidade Universitaria, localizado na Zona Sul da cidade de Jodo Pessoa (Figura 1.4)
(7°9'11.74"S e 34°50'28.51"0) (Figura 1.5). Estudos preliminares j& foram realizados com a
populacéo de C. flavifrons desta area (PEIXOTO, 2010).

A maior area do jardim, posicionada lateralmente a residéncia, abrange um terreno
de, aproximadamente, 15,55 x 33,2 metros. Em frente a residéncia ha uma area menor de
jardim, medindo aproximadamente 5 x 14,7 metros. Ha ainda uma terceira area, que mede 7
X 8,4 metros, situada atrds da residéncia. A area externa ao jardim, na vizinhanca da
residéncia, apresenta-se consideravelmente pavimentada e urbanizada (Figura 1.4). O solo
apresenta principalmente uma formagéo arenosa e, de acordo com Villela et al. (2006), este
tipo de solo caracteriza-se pela baixa capacidade de retencdo de agua e pobre em

nutrientes, possuindo baixa fertilidade natural.
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Figura 1.4. A — Mapa do Brasil destacando o estado da Paraiba; B — Imagem de satélite de parte da
cidade de Jodo Pessoa, capital da Paraiba; MB — Localizacdo da Mata do Buraquinho. A cruz
vermelha indica a localizagdo do bairro Jardim Cidade Universitaria. Fontes: Google Earth;
<http://www.paperbox.com.br/imagens/mapa PB.ipa>.

Seu terreno compreende uma grande &rea aberta, com insolagéo direta. Isto ocorre
devido a vegetacéo ser constituida, predominantemente, de gramineas, possuindo também
algumas espécies vegetais frutiferas das familias Anacardiaceae (Mangifera indica,
Anacardium occidentale e Spondias purpurea), Malpighiaceae (Malpighia emarginata),
Myrtaceae (Eugenia uniflora, Syzygium malaccense e Psidium guajava), Rutaceae (Citrus
limon e Citrus sinensis), Arecaceae (Cocos nucifera), Caricaceae (Carica papaya) e
Moraceae (Morus sp.). Tais caracteristicas do solo, de insolacdo, da vegetacdo e da
disponibilidade de recursos provavelmente s&o0 premissas para que ocorra o
estabelecimento dos ninhos de C. flavifrons.
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O jardim tinha algumas pequenas areas com solo descoberto, que consiste em 22
circulos ao redor das arvores do pomar, com aproximadamente 1 metro de didmetro cada, e

uma estreita faixa de terra ao longo das paredes do jardim (20 cm X 167,6 m) (Figura 1.5)

Figura I.5. Parte do jardim lateral com énfase em
uma coroa de planta, as quais sdo utilizadas no
entorno das espécies vegetais frutiferas. Foto:
Marcella Peixoto.

2.2 Monitoramento e coleta de dados

Aspectos da biologia e ecologia da nidificacdo da espécie Centris (Centris). flavifrons
foram estudados no campo ao longo de todo seu periodo de nidificacdo. Houve dois
periodos de nidificacdo durante o presente estudo: o primeiro periodo ocorreu de outubro de
2010 até o comeco de marco de 2011, jA os dados sobre o segundo periodo, o qual
comecou no final de setembro de 2011, foram interrompidos na metade do més de janeiro
de 2012, quando o prazo para a realizacdo deste trabalho findou. De modo geral, os meses
de setembro a mar¢o correspondem ao periodo de estiagem na regido, quando, de acordo
com os dados climaticos, a pluviosidade diminui e aumenta o indice de insolacéo e a
temperatura. Um total de cerca de 161 dias e 928 horas de observagfes foram realizadas.

Dez fémeas e ninhos foram continuamente observados diariamente a partir de 04:30
as 17:30h de 14 a 25 Novembro/2010, e de 11 a 22 de Novembro/2011. Nesses periodos de
observacdes continuas, foram observados o periodo de atividade de cada ninho (desde a
construcdo até a sua conclusdo); a duragédo do tempo gasto dentro e fora do ninho por cada
fémea; o numero, horario e durac¢do dos voos de forrageio, assim como os recursos florais

coletados; e o comportamento de fémeas nidificantes. A area do jardim também foi
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vistoriada a procura de novos ninhos que, quando encontrados, foram imediatamente
marcados e registrados.

Nos dias subsequentes as observagfes continuas, as fémeas e o0s ninhos
continuaram a ser monitorados em dias alternados (por, aproximadamente, 4 a 5 horas/dia)
para a observacdo do nimero de novos ninhos construidos, do comportamento das fémeas
nidificando e do tempo de desenvolvimento dos imaturos até a emergéncia dos imagos.
Essas observacdes, embora em dias alternados, ainda permitiram inferir o namero de
ninhos diarios fundados na area, levando-se em consideracao as caracteristicas externas do
ninho.

Alguns ninhos de C. flavifrons eram localizados nho momento em que as fémeas
entravam em seus ninhos. Os monticulos de areia proximos as entradas dos ninhos,
resultantes do seu processo de escavagao, também facilitavam a localizagdo dos ninhos. O
comportamento das fémeas nos ninhos foi observado in loco, diretamente, com o auxilio de
um mondculo Zeiss e/ou através de filmagens em video com camara digital Sony HDR
SR11.

Para marcagdo dos ninhos, inicialmente foram utilizadas hastes de madeira e,
posteriormente, de aluminio, as quais possuiam 15 cm de altura e uma placa na sua
extremidade apical, onde eram marcados, com tinta permanente vermelha, os seus
respectivos nimeros de registro, de acordo com a ordem que foram encontrados (N1, N2,
N3,..). Cada haste foi posicionada proxima a entrada do seu ninho, com o numero
direcionado para a entrada do mesmo (Figura 1.6). Os dados obtidos com o tombamento dos
ninhos possibilitaram o céalculo da densidade de ninhos construidos nas areas de estudo.

Os dados de cada ninho e suas respectivas fémeas foram registrados em um diario
de campo, assim como as fases da nidificacdo, os horarios das atividades realizadas pelas
abelhas, o material coletado (pdlen/6leo) e outras observagfes adicionais. Esses dados
foram transferidos para planilhas eletrénicas.

Também foram disponibilizados 10 vasos (preenchidos com areia) para a fundacéo
de novos ninhos em locais selecionados, funcionando como “vasos-armadilha”, facilitando a
escavacdo dos possiveis ninhos fundados nos vasos e a obtengdo das células de cria.
Esses vasos, feitos de cimento e geralmente utilizados para jardinagem, mediam 52 cm de
altura, 32 cm de diametro interno na base e 52 cm de diametro interno na sua abertura. Sete
vasos foram enterrados, ficando ao nivel do solo, e trés foram deixados sobre a superficie

do jardim (Figura 1.7).
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Figura 1.7. Vasos disponibilizados como “vasos-armadilha”. A — Vaso
exposto; sobre o substrato; B — Vaso enterrado; no nivel do substrato.
Figura 1.6. Ninho 34 (N34) Foto: Marcella Peixoto.

marcado. Observar a marcagéo

posicionada para a entrada do

ninho (importante na detecgdo do

ninho quando ha muitos préximos).

Foto: Marcella Peixoto.

Além disso, foram instaladas 20 gaiolas (feitas de aluminio e tela de néilon) sobre
alguns ninhos ja concluidos, objetivando-se conhecer o periodo de emergéncia e capturar
0s emergentes para coleta de material biolégico para analise genética (ver capitulo II)
(Figuras 1.8 e 1.9).

As gaiolas foram elaboradas em dois tamanhos diferentes: 10 gaiolas medindo 70
cm x 70 cm (Figura 1.8), e outras 10 gaiolas medindo 15 cm x 15 cm (Figura 1.9); ambas
medindo também 15 cm de altura e com “pés” de 15 cm para auxiliar a fixacdo das mesmas
no solo. As 10 gaiolas menores foram dispostas exatamente sobre as antigas entradas de
alguns ninhos (ou grupo de ninhos), enquanto as outras 10 gaiolas maiores foram dispostas
a cerca de 15 cm das antigas entradas, estando posicionadas em frente a elas, na mesma
direcdo daqueles ninhos. A finalidade dessa disposicdo das gaiolas foi observar se as
abelhas emergentes saem do solo atraves da entrada/tinel original do ninho ou se escavam

uma rota diferente para chegar até a superficie do solo.

Para obtencdo de dados sobre a estrutura dos ninhos, nimero e descricdo de
células, obtencédo de imaturos e coleta de material polinico, foram escavados alguns ninhos
(Figuras 1.10 e 1.11). Os imaturos e o material polinico encontrados nessas células foram

coletados visando estudos posteriores a vigéncia desse trabalho.
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Figura 1.8. Gaiola maior disposta sobre um Figura 1.9. Gaiolas menores dispostas sobre
ninho fundado no vaso. Foto: Marcella Peixoto. ninhos fundados em uma coroa do jardim. Foto:
Marcella Peixoto.

Para facilitar as escavac¢des dos ninhos, foi utilizado gesso em consisténcia liquida,
para fazer com que esse material alcangasse o fim dos taneis construidos pelas fémeas.
Para tanto, so foi possivel a escavag¢do de um ninho quando se conhecia o periodo exato do
inicio do seu fechamento, objetivando-se a obtengdo dos tuneis ainda abertos. Outra
premissa para que um ninho fosse escavado era a de que esse tinha que estar isolado,
distantes de outros ninhos, para que as células obtidas correspondessem apenas aquele
ninho.

As escavacOes foram realizadas logo apos a secagem/endurecimento do gesso, 0
qual serviu como um molde na descri¢cao da estrutura do ninho e também um facilitador na
localizacdo das células. Porém, quando o ninho foi fundado em um vaso-armadilha, foi
permitida a conclusédo e fechamento do ninho. A escavagédo desses ninhos foi importante
para a obtencdo do numero total de suas células.

Figura 1.10. Escavagdo de um ninho. Fotof,;° Figura I.11. Escavagdo de ninhos em vaso-
Marcella Peixoto. armadilha (vaso 3). Foto: Celso F. Martins.



2.2. 1 Méfodo de marcacdo

Para a individualizacdo e um monitoramento acurado do comportamento de
nidificacdo das fémeas de C. flavifrons, incluindo as interagdes entre fémeas, a reutilizacao
e usurpacao de ninhos, nimero de ninhos construidos, assim como a movimentacao dessas
abelhas em areas urbanizadas, foi utilizado o método de marcacdo das abelhas (Figuras
.12 e 1.13). No entanto, para se ter o “controle” no estudo do comportamento, no segundo
periodo do estudo néo foi realizada a marcacéo e a retirada do flagelo da antena direita das
fémeas.

As abelhas foram capturadas diretamente nos seus ninhos, durante a fase de
aprovisionamento do mesmo, para que haja uma menor interferéncia nas suas atividades de
nidificacdo. Ao observar a abelha entrando no ninho, um recipiente de vidro era colocado na
entrada do mesmo. No momento da saida, a abelha era capturada e levada para
refrigeragcéo, em torno de 8 a 10 min. no freezer, o que causa sua total imobilidade, tornando
possivel a marcacao. Essa técnica foi testada anteriormente e verificou-se que, apés o
resfriamento, as abelhas reassumem as atividades de nidificagédo e forrageio normalmente
(PEIXOTO, 2010).

Figura 1.13. C. flavifrons marcada com tinta
Figura 1.12. C. flavifrons posicionada  Permanente vermelha no térax (momento da
na entrada do ninho com o térax soltura). Foto: Marcella Peixoto.

marcado de verde no lado direito e

azul no lado esquerdo. Foto: Marcella

Peixoto.

Apo6s a retirada do individuo da refrigeracao, foi retirado o flagelo da antena direita de
cada abelha para analise genética (ver capitulo Il). Em seguida, a marcacao foi realizada

LN )
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utilizando-se canetas de tinta permanente Edding 791. Devido a disponibilidade restrita de
cores destas canetas, foi criado um esquema de combinacdo de cores e de regides
marcadas nas abelhas (pronoto, escutelo ou todo o térax), garantindo que cada fémea tenha
uma marcacao unica (Figura 1.14).

A marcagdo com tinta possibilita uma facil visualizagdo e distingdo dos individuos
marcados mesmo a certa distancia, ndo provocando injlrias e o estresse causado por uma
recaptura. (PEAKALL & SCHIESTL, 2004). Entretanto, também foi realizado o uso de
etiquetas numeradas de diferentes cores (utilizadas para marcacdo de rainhas de Apis
mellifera), que sdo Uteis para animais recapturados apds varios meses, o que permitir
também dados sobre longevidade, quando for o caso. Apés a marcacao, as abelhas foram
colocadas proximas aos locais de captura para a soltura. A abelha capturada em
determinado ninho recebeu 0 mesmo numero de designagdo do ninho, por exemplo, a

abelha capturada no ninho 1 (N1) recebeu a designacao de abelha 1 (Al).

Em geral, a tinta utilizada na marcag¢do perdurou nas abelhas durante os dias de
observacao, sendo possivel visualiza-las sem a necessidade de recaptura-las e remarca-las.
Apenas em algumas poucas abelhas foram necessarios retoques. Entretanto, notou-se que
em algumas abelhas com ninhos de longa duragdo o nimero das etiquetas foram apagados
e 0s pélos de grande parte do mesoscuto foram perdidos, provavelmente pelo atrito com as
paredes do tanel.
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Figura I.14. Tabela das possiveis combinag6es de cores de tinta e regides das abelhas utilizadas
para a marcacdo. As combinacfes assinaladas em cinza ou as que estdo em branco foram
descartadas; as combinacgdes assinaladas em azul foram possiveis de ser utilizadas.

2.3 Analise dos dados

Os dados de campo obtidos durante todo o estudo foram digitados em planilhas e
processados utilizando o software Excel for Windows, possibilitando célculos de estatistica
basica, como média e desvio padrao, além da elaboracdo de graficos com o
desenvolvimento do processo de nidificacao.

Para a comparacao da duragdo em minutos dos voos de coleta e/ou da descarga de

material forrageado foi utilizado o teste Z através do programa BioEstat v5.
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3 RESULTADOS

3.1 Locais de nidificacdo e ninhos

Na area de estudo, pbde-se observar que o estabelecimento dos ninhos de C.
flavifrons ocorreu em superficies horizontais de solo arenoso, as quais permaneciam
ensolaradas durante a maior parte do dia. Na agregacao, a maioria dos ninhos foi fundada
em locais de solo desnudo, sem grama, localizados no interior das coroas em torno das
plantas e nas areas mais proximas do muro do jardim, onde a grama havia sido retirada
(Figuras 1.15). Em algumas dessas areas de solo desnudo, 0s ninhos estavam
consideravelmente agrupados (Figuras 1.16 e 1.17). Alguns ninhos também foram fundados

em areas com pouca grama.

Préximo a entrada de cada ninho, era depositado um monticulo de substrato arenoso
proveniente do processo de escavacao dos ninhos. Tais monticulos sdo caracteristicos por
possuirem um canal central, originado pelo comportamento das fémeas de empurrar o solo
para trds com as pernas anteriores e posteriores, enquanto se apdia nas pernas medianas,
andando de marcha-ré (Figura 1.15). A retirada da areia para fora do ninho foi realizada em
sessOes cada vez mais demoradas devido ao aumento da profundidade do ninho.

Figura 1.15. Ninho 22 (N22) durante o seu processo de escavacado (ao lado
encontra-se 0 N32). Observar o monticulo de areia com a calha central,
caracteristico dos ninhos de C. flavifrons. Foto: Celso F. Martins.
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As entradas dos ninhos tinham forma circular bem definida. A maioria dos ninhos
tinha entradas expostas, bem visiveis. No entanto, alguns ninhos possuiam entradas
camufladas pela prépria grama do terreno ou por pequenas plantas no seu entorno. Outros
ninhos tinham suas entradas embaixo das pedras que formavam as coroas em torno das

plantas que se encontravam nestas coroas, ficando camufladas.

Foi encontrado um total de 286 ninhos de C. flavifrons em toda a &rea do jardim.
Desse total, 174 ninhos foram registrados na &rea durante o primeiro periodo de
monitoramento (Figuras 1.16, 1.17, 1.18 e 1.20), enquanto os demais 112 ninhos foram
registrados no segundo periodo do estudo (Figuras 1.19 e 1.21). O nimero maximo de ninhos
fundados em um Unico dia foi 15, por outro lado, em outros dias, nao foi registrado nenhum

ninho novo, ou seja, recém-fundado (Figura 1.20).

Considerando o numero de ninhos fundados diariamente na area de estudo, as
atividades de nidificagdo das C. flavifrons apresentaram claramente dois picos durante o
primeiro ano. Um dos picos ocorreu aproximadamente no meio do més de novembro de
2010 (10 a 20 de novembro de 2010), enquanto o segundo pico no numero de ninhos
recém-fundados ocorreu em torno do meio do més de janeiro (10 a 20 de janeiro de 2011),
cerca de dois meses apés o primeiro pico (Figura 1.20). Ja no segundo ano, 0 numero de
ninhos recém-fundados foi mais distribuido ao longo do periodo, porém, dois picos puderam
ser observados (o primeiro sendo na primeira semana de novembro e o segundo no
meio/final de dezembro de 2011) (Figura 1.21).

No primeiro ano do estudo, na maior area do jardim (lateral), foram encontrados 110
ninhos (d = 0,23 ninhos/metro?) (Figura I. 16). Nas areas menores, nos jardins anteriores e
posteriores a residéncia, foram encontrados 58 (d = 0,61 ninhos/metro?) e 6 ninhos (d = 0,10
ninhos/metro?), respectivamente (Figura 1.17). Dessa forma, a densidade de ninhos em toda
a area do jardim foi de 0,28 ninhos/m2. Durante o segundo ano de monitoramento, foram
registrados 99 ninhos no jardim lateral (d = 0,21 ninhos/m?), 12 no jardim anterior (d = 0,13)
e 1 no jardim posterior (d = 0,01). A densidade total de ninhos na area foi de 0,18 ninhos/m2,
No entanto, se considerarmos apenas as areas sem grama (ao longo do muro, dos vasos e

das coroas das plantas; a = 52,9m), a densidade total dos ninhos é de 5,4 ninhos/m2,

32



b A L FPak @
hel i 4 169 A-9L
Jeo 64 |

38 Jre 55

40 37 ¢4
* ] 98 9 a3

) .
@ w424

3

its1 . > ©)

#*
4 =4 J39—% 4102
@ 5. A6 w29

T - @ 306 | 5163 365 » 20 ’; 129
;q : 30 © 38

bl

#
33

33m x 15.55m

T il S ! . X

- © T A
| ACEROIERA

i -Jo1 6%

4 sz ¥ %

el 7 ,‘,,,, i ) ! @ ! @ 7 :[1cm:lm

Figura 1.16. llustracdo esquematica da maior area do jardim (Jardim Lateral), situada lateralmente a
residéncia, demonstrando a composicéo e distribuicdo dos seus elementos. A ilustracdo corresponde
ao primeiro periodo de monitoramento da area. Legenda: C — coroa das plantas; J — jarro (armadilhas);
* - ninhos estabelecidos na area, com suas respectivas numeracgdes de registro.
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ilustracdo corresponde ao primeiro periodo de monitoramento da area. Legenda: C — coroa das
plantas; J — jarro (armadilhas); * - ninhos estabelecidos na area, com suas respectivas numeragfes de

registro.
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O tempo de escavacdo dos ninhos que estavam sendo fundados foi medido em 12
ninhos (média = 3h e 40min.; d.p.:78,5 min.). Esse tempo compreende desde 0 momento em
gue a fémea pousa no substrato e comeca 0 processo de escavagdo, jogando areia para
trAs com as pernas, até o0 momento em que a atividade de escavacao cessa, antes de a
fémea comecar a fazer os primeiros voos de forrageio. O menor tempo despendido por uma

fémea para a escavacdo do seu ninho foi de 1h e 20 min., enquanto que o maior tempo

35



despendido para escavacéo levou aproximadamente 5h e 30 min. (330 min.) para escavar o
seu ninho. (Figura 1.22).

il
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Figura 1.22. Tempo de escavacdo de 12 ninhos de C. flavifrons
realizados por fémeas distintas.

Em 141 ninhos, foi observado o tempo total de atividade, desde a data de fundacao
até a conclusao (média = 6,9 dias; d.p. 4,2). O intervalo minimo de tempo que cada ninho
ficou ativo foi de dois dias (h=17), enquanto o intervalo de tempo maximo que um ninho ficou
ativo foi de 19 dias (n=1). Pdde-se, portanto, observar uma grande amplitude no nimero de
dias que um ninho pode permanecer ativo, tendo a maior parte dos ninhos (68,8%) um
periodo de atividade de 2 a 7 dias. (Figura 1.23).
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Figura 1.23. Tempo de atividade, desde a escavacdo até a
concluséo, dos ninhos de C. flavifrons (n=141).
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Foram observados casos de reativacdo de ninhos na primeira temporada. O N11, por
exemplo permaneceu ativo por 12 dias. No entanto, cinco dias ap0s a sua conclusdo, a
mesma abelha, A11 (marcada de verde direito e branco esquerdo, N°14), retornou para
esse ninho, mantendo-o ativo (aprovisionando-0) por, no minimo, mais quatro dias. O N88
também foi reativado, porém nédo pela abelha fundadora. Apds 16 dias de atividade, o N88
foi concluido e a fémea fundadora (marcada de dourado direito e azul esquerdo, N°32)
apareceu morta na frente do seu ninho. Nove dias depois, 0 ninho foi reativado por outra
fémea. Outra reativacdo, apds 16 dias de sua concluséo, foi observada no N92 da segunda
temporada. Porém, por ndo ter ocorrido a marcacao das fémeas nesse segundo periodo,
ndo foi possivel saber se a reativacdo foi realizada pela fémea fundadora ou por outra
fémea. Entretanto, na maioria dos ninhos néo foram encontradas fémeas distintas, apenas a
prépria fundadora do ninho. Porém, foi observado que fémeas procurando novos locais para
nidificacdo, ou retornando para seu proprio ninho apés um voo de forrageio, as vezes

entravam em outros ninhos préximos, mas logo saiam (ver item 3.3).

Os ninhos foram considerados concluidos quando suas atividades cessaram e suas
entradas foram fechadas pela fémea com areia. Porém, alguns ninhos considerados
concluidos (sem atividade) ndo foram fechados com areia até a sua entrada, restando
alguns centimetros (em torno de 5 a 10 cm) do tlnel aberto. Durante a noite, fémeas foram
observadas utilizando o interior desses ninhos ja concluidos (sem atividade durante o dia)
para pernoitar. Houve também ninhos aparentemente sem atividade que permaneceram

totalmente abertos, mesmo apdés sua concluséo.

3. 1.1 Estrutura dos ninhos e células

Foram escavados seis ninhos de C. flavifrons. Em dois desses ninhos escavados foi
observada a estrutura dos ninhos, uma vez que foram fundados no substrato e ndo nos
vasos-armadilha, e coletadas algumas células construidas nesses ninhos. Ambos os ninhos
apresentaram um tunel principal (com aproximadamente 2 cm de didmetro) com duas
ramificagfes em suas extremidades. Em um dos ninhos, o tanel principal encontrava-se num
angulo de inclinacao de aproximadamente 50° em relacdo ao substrato. O tunel principal
media 30 cm até as duas ramificagdes na sua extremidade. O angulo da ramificacdo em
relacdo ao tunel principal foi de 130°. Os tuneis secundarios (formados apés a bifurcacéo)
tinham 30 cm (em formato de “L”) e 11 cm. O comprimento total do ninho foi de 60 cm
(Figura 1.24). Foram encontradas duas células nesse ninho. J& o outro ninho apresentou

tunel principal de 26 cm, e duas ramificacdes de 5 e 6 cm. Este curto tamanho pode ter sido
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ocasionado por artefato de técnica, pois o0 gesso pode ndo ter preenchido todo o
comprimento do tlnel; ou o ninho havia sido concluido e fechado parcialmente. Os angulos
de inclinacao do tanel principal e das suas ramificacdes em relacéo a ele foram similares em

ambos os ninhos, porém, s6 foram localizadas células em apenas um deles.

Além desses dois ninhos descritos, os quatro outros ninhos escavados foram
fundados em vasos-armadilha, sendo possivel a obtencdo de dados sobre o niumero total de
células construidas. Na escavacdo de um dos ninhos fundado em vaso-armadilha, foram
encontradas seis células. Os resultados da escavacdo mostraram que podem ser

construidas mais de uma célula no final de cada tunel, ficando uma célula subseqtiente a

outra, posicionadas, considerando a disposi¢do vertical dos tuneis, uma acima da outra
(Figura 1.25).

Figura 1.25. Escavacdo do vaso 3. E possivel
visualizar duas células a, aproximadamente, 40
cm de profundidade. Foto: Celso F. Martins.

Figura 1.24. Molde, em gesso, da estrutura de um
ninho fundado no substrato. Foto: Celso F. Martins.

Os outros trés ninhos foram fundados simultaneamente por fémeas distintas em um
mesmo vaso-armadilha. No total, para os trés ninhos, foram encontradas 16 células nesse
vaso, localizadas em profundidades variaveis (29 a 43 cm de profundidade) (Figura 1.26 e
1.27). As dimensdes das células encontram-se na tabela I.1.

De forma geral, observa-se que as dimensdes das células apresentaram pouca

variacdo. As células apresentam-se em forma de barril, com base arredondada e com
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prolongamentos das paredes laterais acima do opérculo da célula, formando um colar. O

opérculo possui um processo central curvo — o nipple (Figura 1.28).

Figura 1.26. Material resultante da escava¢do do vaso 3. No
momento, algumas células encontram-se fechadas, enquanto os
materiais das demais ja estdo depositados em tubos de vidro
contendo alcool absoluto. No canto esquerdo superior ha uma célula
aberta contendo uma larva em fase de pré-pupa. Foto: Marcella
Peixoto.

Figura 1.27. Escavagdo do vaso 3. E possivel  Figura 1.28. Células de C. flavifrons. Seta
visualizar trés células a, aproximadamente, 40 indicando o processo central da capsula —
cm de profundidade. Foto: Celso F. Martins. nipple. Foto: Celso F. Martin

Um total de 31 células foram obtidas ap6s a escavagéo dos vasos-armadilha. Deste,
15 células de cria foram mantidas em frascos de vidro para aguardar a emergéncia dos
imagos. Dois machos e duas fémeas emergiram, aproximadamente, entre 60-75 dias apos a
conclusédo dos ninhos. Os primeiros dados foram obtidos a partir de abelhas que emergiram
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no verao, enquanto o segundo é de uma abelha que surgiu no inicio da estacdo chuvosa. As

6 células do ninho do vaso menor (vaso do jardim, com planta) foram abertos 11 dias ap6s a

fundacdo e apresentou todos os estdgios larvais, incluindo uma pré-pupa (Figuras 1.29 e

1.30). Todos esses imaturos estavam vivos. Onze dos 31 células (35,5%) apresentaram

mortalidade (2 em fase de ovo, 4 larvas, 4 prepupa, e uma pupa) por razdes desconhecidas.

Figura 1.29. Célula aberta contendo uma larva
(primeiro estadio do desenvolvimento) sobre uma
espessa camada de 6leo e, logo abaixo dela, na
base da célula, encontra-se depositado o pdlen.
Foto: Celso F. Martins.

Figura 1.30. Célula aberta contendo uma larva
defecante (estagio de pré-pupa) no interior de
um casulo. Observar o acimulo de fezes na
base da célula (seta). Foto: Marcella Peixoto.

Tabela I.1. Medidas das 16 células encontradas no vaso 3. Ndo foi possivel realizar as medi¢des nas
células 8, 10 e 13, pois estas quebraram durante o processo de medi¢do. Todas as medidas estdo em
milimetros, exceto a profundidade, que estd em centimetros.

CELULA P:g:,l:\l:g' COMPRIM. COS.'\E"“:R(')M‘ DIAMETRO | DIAMETRO || DIAMETRO || ESPESSURA
TOTAL SUPERIOR | MAIOR | DO NIPPLE | DA PAREDE
(cm) NIPPLE
1 29 28 25 15 18 5 1,8
2 28 28 26 14 18 5 1
3 30 28 25 14 18 5
4 31,2 29 26 15 18 5 1,5
5 33 29 26 14 23 4
6 31 30 27 14 19 5 2
7 35 29 25 14 17 5 1,2
8 33 - - - - - -
9 36 29 27 14 20 5
10 37 - - - - - -
11 38 28 25 15 18 4
12 41 27 25 14 16 5
13 40 - - - - - -
14 43 26 24 13 15 4 0,8
15 49 28 25 14 22 4
16 43 27 25 14 16 4 1
Média - 28,15 25,46 14,15 18,31 4,62 1,33 |




Além desses quatro ninhos fundados em vasos-armadilha, mais dois ninhos foram
fundados nesses locais. Esses dois ninhos ndo foram escavados objetivando-se o
conhecimento do periodo de emergéncia e a obtencdo dos emergentes. Porém, nenhum
individuo emergiu nos vasos até o momento, mesmo sendo, ambos os ninhos, fundados no
primeiro periodo do estudo. Dessa forma, ndo houveram emergentes nas gaiolas instaladas
sobre os vasos-armadilha. Em toda a area de estudo, quatro emergentes foram capturados
nas gaiolas. Trés desses individuos emergiram no inicio do primeiro ano de estudo, sendo,
portanto, resultado de um periodo de nidificacdo anterior ao do presente trabalho. Todos os
trés espécimes foram marcados e soltos apds a coleta do flagelo da antena direita. Apenas
dois individuos (um macho e uma fémea) emergiram nas gaiolas no segundo ano de

monitoramento.

3.2 Marcacao das fémeas

No total, foram capturadas e marcadas 54 abelhas. Na tabela I.2 encontra-se a lista
das abelhas marcadas durante o estudo. Foram capturadas e marcadas 50 abelhas em
seus respectivos ninhos. Duas abelhas (A6a e A6b) foram capturadas e marcadas no N6.
Uma segunda abelha também foi marcada no N88, a A88b. Isto comprova uma segunda
ocupacao do ninho por outra abelha. Porém, além das abelhas nidificantes, uma fémea foi
capturada enquanto sobrevoava a area com comportamento caracteristico de que estava a
procura de local para nidificar. Trés abelhas foram marcadas logo ap6s suas emergéncias
(Tabela 1.2).
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Tabela I.2. Lista das abelhas marcadas durante o estudo (n=54). A designa¢do da combinacédo realizada
para a marcacao de cada abelha segue sempre o mesmo padrao (cor e regido do corpo, nesta ordem).

Data Dd?fl?jli? Marcagdo (cor/regido do corpo) N:trir;ir:t:a e(t:ic(;:J::a
27/10/2010 A3 Dourado Todo o Térax . .
28/10/2010 Aba Azul Dir.; Vermelho Esg. - -
28/10/2010 A7 Vermelho Pronoto . .
30/10/2010 Abb Branco Todo o Tdrax . .
30/10/2010 A9 Azul Dir.; Branco Esq. . .

1/10/2010 Al Branco dir.; Vermelho Esq. . .

5/11/2010 emerg. Branco Dir.; Verde Esq. _ o

5/11/2010 emerg. Branco pronoto; Verde escutelo . .

9/11/2010 A24 Branco Dir.; Verde Esq. 1 Vermelha
9/11/2010 A20 Branco pronoto; Verde escutelo 2 Vermelha
9/11/2010 A25 Verde Pronoto; Branco Escutelo 3 Vermelha
10/11/2010 A40 Verde Pronoto; Vermelho Escutelo 4 Vermelha
10/11/2010 A27 Branco Dir.; Dourado Esq. 6 Vermelha
10/11/2010 A22 Vermelho Pronoto; Verde Escutelo 8 Vermelha
10/11/2010 A28 Dourado Dir.; Branco Esq. 9 Vermelha
10/11/2010 A33 Branco Pronoto; Vermelho Escutelo 10 Vermelha
12/11/2010 A43 Vermelho Dir.; Branco Esq. 11 Vermelha
12/11/2010 A42 Vermelho pronoto; Branco Escutelo 12 Vermelha
12/11/2010 Al1l Verde Dir.; Branco Esq. 14 Vermelha
12/11/2010 A21 Branco Pronoto; Dourado Escutelo 15 Vermelha
12/11/2010 Al4 Branco Dir.; Azul Esq. 16 Vermelha
15/11/2010 A19 Vermelho Dir.; Azul Esq. 17 Vermelha
15/11/2010 A57 Vermelho Dir.; Verde Esq. 18 Vermelha
16/11/2010 emerg. Azul Pronoto; Vermelho Escutelo 19 Vermelha
16/11/2010 voando Azul Dir.; Verde Esq. 20 Vermelha
17/11/2010 A51 Azul pronoto; Verde Escutelo 21 Vermelha
18/11/2010 A64 Verde Todo o Tdrax 22 Vermelha
18/11/2010 A55 Azul Pronoto; Branco Escutelo 23 Vermelha
20/11/2010 A54 Verde Dir.; Azul Esq. 24 Vermelha
20/11/2010 A58 Branco pronoto; Azul Escutelo 25 Vermelha
21/11/2010 A56 Vermelho Pronoto; Azul escutelo 26 Vermelha
24/11/2010 A66 Azul Todo o Térax 27 Vermelha
30/11/2010 A74 Verde Dir.; Vermelho Esq. 28 Vermelha
30/11/2010 A71 Verde Pronoto; Azul Escutelo 29 Vermelha
30/11/2010 A62 Azul Pronoto; Dourado Escutelo 30 Vermelha
3/12/2010 A81 Verde Pronoto; Dourado Escutelo 31 Vermelha
8/12/2010 A88 Dourado Dir.; Azul Esq. 32 Vermelha
8/12/2010 A83 Azul Dir.; Dourado Esq. 33 Vermelha
8/12/2010 A92 Vermelho Escutelo; Dourado Pronoto 34 Vermelha
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Tabela 1.2. Continuacéo.

29/12/2010 A102 Dourado Pronoto; Azul Escutelo 35 Vermelha
29/12/2010 A104 Verde Dir.; Dourado Esq. 36 Vermelha

5/1/2011 A123 Azul Dir.; Branco Esq. REPETIDA 37 Vermelha
11/1/2011 Al124 Dourado Pronoto; Verde Escutelo 38 Vermelha
11/1/2011 Al132 Vermelho Dir.; Dourado Esq. 39 Vermelha
11/1/2011 A133 Dourado Dir.; Vermelho Esq. 40 Vermelha
15/1/2011 A88b Vermelho Pronoto; Dourado Escutelo 41 Vermelha
15/1/2011 A137 Dourado Pronoto; Branco Escutelo 42 Vermelha
15/1/2011 A139 Vermelho Todo o Térax 43 Vermelha
15/1/2011 Al141 Branco todo o Térax REPETIDA 44 Vermelha
21/1/2011 Al142 Branco dir.; Vermelho Esq. REPETIDA 45 Vermelha
21/1/2011 A151 Verde Pronoto; Vermelho Escutelo REPETIDA 46 Vermelha
25/1/2011 A153 Vermelho Pronoto; Verde Escutelo REPETIDA 47 Vermelha
26/1/2011 A156 Branco Pronoto; Vermelho Escutelo REPETIDA 1 Amarela
26/1/2011 A158 Dourado Dir.; Branco Esg. REPETIDA 2 Amarela

Essa técnica de marcacdo foi testada anteriormente e verificou-se que, apés o
resfriamento, em poucos minutos apos a soltura, as abelhas reassumiam as atividades de
nidificacdo e forrageio normalmente (PEIXOTO, 2010). O mesmo fato foi observado neste
trabalho (ver item 3.3).

Entre as abelhas marcadas nidificantes na area (n=50) foi observada a construgéo de
1,34 ninhos por fémea (Tabela 1.3). A maioria das fémeas marcadas construiu apenas um

ninho e apenas uma fémea observada construiu trés ninhos.

Tabela 1.3. Niumero de fémeas marcadas e seus
respectivos ninhos.

N° FEMEAS N° DE NINHOS TOTAL DE NINHOS

34 1 34
15 2 30
1 3 3
Média Ninhos/fémea 1,34

3.3 Comportamento de nidificacao

Foi observado que algumas fémeas de C. flavifrons despendiam tempo consideravel,

as vezes quase o dia todo, sobrevoando a area do jardim. Os voos foram proximos ao solo
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e, muitas vezes, as abelhas chegavam a pousar e andar sobre a grama. Durante 0s voo0s,
também se aproximavam, e algumas vezes entravam, dos ninhos de outras abelhas. Esse
comportamento caracteristico de sobrevoar a érea foi apresentado por fémeas que estavam
a procura de um novo local para nidificagéo, pois, geralmente, a fundacdo de novos ninhos

por essas abelhas acontecia logo apds a observacdo desse comportamento.

Ao sair e antes de entrar no ninho, geralmente, as fémeas realizavam voos
circulares, o que pode indicar um comportamento de “reconhecimento” da area. Porém,
outras fémeas ndo apresentavam esse comportamento, entrando (ou saindo) diretamente

do seu ninho em voos retos.

Algumas fémeas ficavam sobrevoando a area do jardim tentando entrar em diversos
ninhos, porém, a fémea no interior do ninho geralmente a expulsava. Quando a abelha
invasora persistia, ocorria um comportamento aparentemente agonistico, no qual as duas

fémeas sobrevoavam o ninho e se tocavam no ar.

Foi observado que novos ninhos fundados pela mesma abelha eram frequentemente
construidos préximos aos ninhos jA concluidos por essa fémea, distando poucos
centimetros um do outro. As fémeas de um “grupo”, em geral, ndo fundaram novos ninhos
perto do agregado de ninhos de outro “grupo”. Os novos ninhos fundados pelas fémeas de
ambos os grupos foram construidos préximos aos seus antigos ninhos, nas imediac6es do

Seu respectivo grupo.

Foi observado em campo que o mesmo ninho pode ser reutilizado por uma segunda
fémea sem necessariamente ter sido usurpado. Isso aconteceu no N88, no qual uma
segunda abelha o ocupou, ap6s a morte da sua abelha fundadora. A entrada do N88 ainda
estava aberta. Esse fato sugere a ocorréncia da reutilizagdo do mesmo ninho por duas
fémeas, uma ap0ds a outra, ou seja, a presenca de células construidas por abelhas distintas
em um mesmo ninho. Outro fato que ocorreu foi a expulsdo da abelha fundadora (A6a) de
um ninho por outra fémea (A6b). A abelha fundadora, ao voltar de um voo de coleta de
pélen, encontrou outra fémea no interior do seu ninho. Ambas sairam do ninho,
sobrevoando-o e tocando-se no ar, em voos agonisticos. No entanto, a fundadora foi
expulsa e a segunda fémea permaneceu no ninho, aprovisionando-o. Em até dois dias
subseglentes, a fémea fundadora foi vista sobrevoando a area e algumas vezes tentando

entrar no seu antigo ninho, até que, por fim, desistiu.

As fémeas escavaram seus ninhos, geralmente, no inicio da manha e no término da
tarde. Em ninhos iniciados pela manh&, ap0s a escavacgdo, as fémeas ja comegcaram o
aprovisionamento dos seus ninhos. Quando a escavacao acontecia ja no final da tarde, o

aprovisionamento do ninho iniciava-se na manha do dia seguinte. Durante o processo de
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escavacdao, as abelhas realizavam voos rapidos, porém permaneciam mais tempo no interior
do ninho do que fora dele. O mesmo foi observado no final das atividades de nidificacdo do
ninho, quando ele estava sendo fechado. O contrario ocorreu durante a fase de
aprovisionamento dos ninhos: a fémea permaneceu mais tempo fora do ninho do que no seu
interior (Figuras 1.31, 1.32 e 1.33).

Os dados disponiveis dos ninhos monitorados continuamente permitiram o
conhecimento do nimero de voos realizados pelas fémeas de C. flavifrons em 10 ninhos
(sete deles do primeiro periodo e trés deles do segundo periodo). Para os 10 ninhos citados,
foi observada uma média de 7,03 voos diarios por abelha (dp = 1,65; amplitude 4 a 11;
n=434) (Figuras 1.31, .32 e 1.33).

As fémeas iniciaram as atividades de voo, em média, as 04:36h (dp= 4min; amplitude
4:25h a 4:52h; n=65). O maior numero de voos para coleta de recursos florais ocorreu no
periodo da manh&, compreendendo 82,7% dos 434 voos observados. No periodo da tarde
(depois das 12 horas), o numero de voos foram reduzidos (um ou dois voos). Os primeiros
voos do dia apresentaram menor duracdo e, ao longo do dia, os voos eram cada vez mais
demorados.

Entre os 434 voos, em 272 voos foi observado o tipo de recurso coletado (p6len ou
0leo). Desses, aproximadamente 75% foram para a coleta de pélen e 25% para a coleta de
6leo. Os voos para coleta de pélen foram significativamente (Z=11,7762; p< 0,0001) mais
demorados (média = 1h e 18 min.; dp. 38 min.; amplitude 8 min. a 3 h e 57 min.; n=204) que
os de coleta de 6leo (média = 32 min.; dp. 22 min.; amplitude 4 min. a 2 h e 20 min.; n=68).
Por outro lado, o tempo que uma fémea despendeu dentro do ninho para descarregar o
pélen (média = 18 min.; dp. 27 min.; amplitude 2 min. a 3 h e 9 min.; n=68) foi
significativamente menor (Z=2,3139; p<0,0207) que o tempo despendido dentro do ninho
apos o forrageio de 6leo (média = 27 min.; dp. 28 min.; amplitude 2 min. a 3 h e 7 min;
n=68).

O ninho N52 exemplifica uma nidificagdo com a minima duracdo de atividade
observada. Nesse caso, a fémea despendeu um dia para escavacdo e outro dia para
aprovisionamento, conclusdo de uma unica célula e fechamento (Figura 1.31). Todavia, a
duragdo média dos ninhos foi de 6,9 dias (item 3.1). Como exemplo de ninhos com tempo
de atividade maior, estdo os ninhos N50 e N34 que permaneceram ativos durante 13 e 12
dias, respectivamente (Figuras .32 e 1.33).

Foram construidas sete células no N50 e 9 células no N34. Pode-se notar que cada
fémea realizava cerca de dois a trés voos de coleta de 6leo, seguidos por quatro a seis voos
de coleta de pélen e um a trés voos de coleta de 6leo para concluir uma célula. A fémea do

N52 despendeu dois dias para concluir seu ninho, um dia para escavagao e outro dia para
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elaborar uma Unica célula e fechar o ninho. Entretanto, foi observado que, em média, as
fémeas concluiam uma célula em cerca de um a um dia e meio (média = 1,65; dp=0,30;
n=13; Tabela |.4). Para certificar a conclusdo de cada célula, um aspecto importante foi a
observacdo das fémeas jogando areia para dentro do tunel principal e em seguida
escavando um tunel lateral durante a nidificagdo. Esse comportamento ocorria no final do
dia ou no inicio do dia seguinte apds os voos de coleta de pélen e 6leo, demonstrando que a
fémea havia concluido uma célula e estava iniciando a construcdo de outro tanel/célula
(Figuras 1.32 e 1.33).

E importante salientar que a abelha do ninho N50, do primeiro periodo de estudo, foi
marcada e teve o flagelo da antena retirada, enquanto a abelha do N34 nao foi marcada
(“controle”). A semelhanca observada no comportamento das fémeas das duas temporadas
sugerem que a retirada do flagelo da antena e a metodologia de marcacgdo, aparentemente,
ndo interferiram no padrdo de comportamento de nidificacdo dessas fémeas. Entretanto,
observa-se uma tendéncia de reducéo no tempo de construcdo das células nas fémeas sem
retirada do flagelo antenal (sem flagelo: média = 1,79; dp=0,16; n=8; com flagelo: média =
1,42; dp=0,32; n=5), embora essa diferenca ndo seja estatisticamente significativa
(Quiquadrado = 0,0428439; df = 1; p = 0,836020) (Figuras 1.32 e 1.33; Tabela 1.5).
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Figura 1.31. Tempo despendido dentro e fora do ninho pela fémea do N52 -
primeira temporada; abelha marcada (A7) - ao longo do periodo de
atividade deste ninho. No primeiro dia, o ninho encontrava-se em fase de
escavacdo (observar que 0 maior tempo € despendido dentro do ninho). No
segundo dia, o ninho estava em fase de aprovisionamento (mais tempo foi
despendido fora do ninho), podendo ser observada a ovoposi¢cdo e
conclusdo da célula no fial do dia (quando a fémea passou, hovamente, um
maior periodo dentro do ninho. Setas cinzas indicam voos para coleta de
poélen.
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Figura 1.32. Tempo despendido dentro e fora do ninho pela fémea do N50 - primeira temporada; abelha marcada (A42) - ao longo do periodo de atividade deste ninho. O
primeiro dia de atividade do ninho, que compreende ao periodo de escavacao, ndo estd apresentado no grafico. As linhas verticais tracejadas delimitam as atividades por
dia. Setas pretas indicam voos para coleta de 6leo, e setas cinzas indicam voos para coleta de pélen. Estrelas preta indicam o momento em que uma célula foi concluida.
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Figura 1.33. Tempo despendido dentro e fora do ninho pela fémea do N34 - segunda temporada; abelha ndo marcada - ao longo do periodo de atividade deste ninho. O
primeiro dia de atividade do ninho, que compreende ao periodo de escavacgdo, ndo esta apresentado no gréfico. As linhas verticais tracejadas delimitam as atividades por
dia. Setas pretas indicam voos para coleta de 6leo, e setas cinzas indicam voos para coleta de pdlen. Estrelas preta indicam o momento em que uma célula foi concluida.



Tabela I.4. Relacé@o entre o nimero de células e tempo de atividade dos ninhos monitorados
intensivamente. Para estes ninhos, foi observado que uma fémea despende, em média, 1,65
dias para a construcdo de uma Unica célula (incluindo o tempo despendido na escavacédo do
ninho).

ANO NINHO N° DE CELULAS N° DE DIAS ATIVO N° DE DIAS/CELULA
2010 N40 3 5 1,67
N49 2 4 2,00
N50 7 13 1,86
N52 1 2 2,00
N55 6 9 1,50
N63 4 7 1,75
N64 4 7 1,75
N71 6 11 1,83
2011 N34 9 12 1,33
N42 6 8 1,33
N45 1 2 2,00
N50 8 10 1,25
N51 5 6 1,20
Total 62 96
Média 4,77 7,38 1,65
Dp 2,55 3,57 0,30
Amplitude 1-9 2-13 1,20-2,0

Tabela I.5. Duragéo da atividade dos ninhos, em dias, construidos por uma
mesma fémea. Notar que em 60% dos segundos ninhos construidos a
duracéo diminuiu (cinza claro); em 33,3% a duracdo foi semelhante (cinza
escuro) e em apenas 6,0% (1 ninho) a duragdo aumentou.

1° NINHO 2° NINHO 3° NINHO

16 2 2
16 3
15 3
14 6
12 4
11 4
10 3
8 7
7 6
7 3
6 7

-

5 2
3
2 2
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No periodo da noite, as abelhas permaneceram em seus respectivos ninhos com
a regiao anterior do corpo voltada para fora, geralmente préximo da entrada, protegendo
o ninho. Por exemplo, a A42 ficava sempre posicionada exatamente na entrada do seu
ninho, sendo possivel visualizar o térax e sua marcacao. Ja a A50 posicionava-se sempre
a uns 2 cm da entrada. Frequentemente, as fémeas emitiam sons com a aproximacgao do
observador. Com relacdo a produgcdo de sons, aparentemente 0S mesmos eram
produzidos pela contracdo dos musculos do voo e asas durante as atividade de
escavacdao, fechamento do ninho e também por volta das 04:30h da manha, pouco antes

do primeiro voo.

Ao chegar proximo do término das atividades de um ninho, as abelhas diminuiam
suas atividades. No dia em que a fémea terminava suas atividades, caso isto
acontecesse durante a manhd, em geral, ela dava inicio aos voos caracteristicos de
busca de um novo local para construir o préximo ninho. Quando uma fémea concluia o
seu ninho no periodo da tarde ou no comego da noite, ela permanecia o restante do dia
no ninho e pernoitava nele, fechando-o no inicio da manhd do dia seguinte e

posteriormente saindo a procura de um novo local para nidificar.

Frequentemente foi possivel a visualizacdo de cavidades ao redor da entrada dos
ninhos que acabaram de ser concluidos, resultante da retirada de areia utilizada pela

abelha para fecha-lo. Entretanto, nem todos os ninhos eram fechados pelas fémeas.

O horario da ultima entrada no ninho foi bastante variado. Em geral, a ultima
entrada aconteceu no meio da tarde, entre 14:30h e 15:30h. Porém, foi observado que a
dltima entrada de algumas fémeas ocorreu ainda no final da manha/comeco de tarde,
entre 11:14h e 14:30h. Ap0s esta Ultima entrada, as abelhas permaneceram no interior do
ninho até o dia seguinte. As vezes, principalmente no inicio da escavacdo do ninho, as
fémeas realizavam atividades de escavagado no inicio da noite (até proximo das 20:00h),
mas depois apresentavam o comportamento de ficar na entrada do ninho, como
salientado anteriormente.

Dois espécimes de Mesoplia sp. foram coletados no momento em que saiam do
ninho das C. flavifrons. Como os referidos ninhos estavam sendo monitorados
continuamente, foi possivel visualizar o momento exato da entrada da abelha parasita no
ninho, apos sobrevoar proximo a entrada, em voo rapido. Em ambos os casos, isto
aconteceu enquanto a abelha fundadora do ninho estava forrageando e,
aproximadamente dois minutos depois, as parasitas sairam dos ninhos. Para a captura
dessas abelhas, recipientes de vidro foram postos na entrada dos ninhos. Os espécimes

foram armazenados em alcool absoluto.
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4 DISCUSSAO

Os Unicos estudos sobre a biologia da nidificacéo de C. flavifrons sdo os de Neff &
Simpson (1981), Vinson et al.(1996; 1997) e Vinson & Frankie (1988) em areas de
savana, na América Central e o de Régo et al. (2006) no estado do Maranh&o, Brasil.
Esses autores observaram apenas uma célula nos ninhos, o que corresponderia,
segundo Coville et al. (1983), a uma condi¢do primitiva das abelhas da tribo Centridini.
Embora Vinson & Frankie (1988) descrevam a existéncia de tuneis laterais preenchidos
com areia e tenham encontrado um Unico ninho com duas células, os autores
desconsideraram esta célula, provavelmente por estar incompleta, e citam a existéncia de
apenas uma célula na discussdo e em estudos posteriores. No presente estudo, foi
verificada uma média proxima de 5 células por ninho, variando de uma até o maximo de
nove células de acordo com a duracdo do ninho. Além disso, devido a ocorréncia de
ninhos com 19 dias de duracdo e a média de 1,65 dias para a conclusdo de uma célula, é
possivel estimar a construcao de até 11 células por ninho.

O maior tempo de duragcdo dos ninhos observados neste estudo, naturalmente
esta relacionado ao maior nimero de células construidas, comparado com outros
estudos dessa espécie.

E importante notar a grande variacdo no tempo de duracdo de ninhos, tanto
construidos por uma mesma fémea quanto por fémeas diferentes. De modo geral, os
ninhos de Centridini estudados apresentam padrdes de construgdo mais homogéneos (C.
flavifrons, 1 célula, 3 a 5 dias de construcdo, VINSON & FRANKIE, 1988, REGO et al.
2006; C. aethiocesta, 1 célula, 1 dia de constru¢do, VINSON & FRANKIE, 1988; C.
flavofasciata, 1 célula, 1,5 dias de construcdo, VINSON et al. 1986; C. aenea, 2 a 4
células, 2 a 3 dias de constru¢do, AGUIAR & GAGLIANONE, 2003). O periodo de quatro
a cinco dias observado por Régo et al. (2006) para a finalizagdo de um ninho & proximo
do tempo médio de atividade observado neste estudo (6,9 dias).

A grande variacdo encontrada em C. flavifrons neste estudo sugere maior
plasticidade na estratégia reprodutiva da espécie. Uma fémea observada construiu um
ninho com 16 dias de duracéo e, em seguida, dois ninhos de dois dias de duragéo cada.
Essa fémea foi monitorada intensivamente e ndo observamos qualquer perturbacdo que
causasse a conclusdo dos ninhos. Inclusive, os trés ninhos foram completamente
fechados com areia seguindo o padrao tipico de fechamento da espécie. Uma
possibilidade, é que as fémeas respondam a variacdes na disponibilidade de recursos no

ambiente. Por outro lado, a construgcdo de ninhos mais duradouros deve otimizar a
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elaboracéo de varias células em um mesmo ninho com um Unico tdnel principal e outros
laterais.

Foi observada atividade de nidificagdo de C. flavifrons de setembro a fevereiro,
embora em trés anos consecutivos tenha sido observada uma fémea nidificando no més
de maio, inicio do periodo chuvoso. O periodo de atividade de nidificacao corresponde ao
periodo de estiagem na regido, como também foi observado por outros autores (VINSON
& FRANKIE, 1988; REGO et al., 2006).

O’Toole & Raw (1991) enfatizam que nos tropicos a maior parte das espécies de
abelhas solitarias emergem no final da alta estagdo de pluviosidade, coincidindo com o
periodo de maior floracéo e, por consequéncia, de recursos florais (néctar, 6leo e pdélen).
De modo geral, na regido litorAnea do estado da Paraiba, as diversas espécies de
abelhas solitarias apresentam maior atividade e abundancia nesse periodo (AGUIAR &
MARTINS 2002, 2003; MARTINS & SOUZA, 2005; FARIAS et al., 2008).

A duracdo do periodo de nidificacdo (cerca de seis meses), combinada com o
periodo de desenvolvimento de ninhada (cerca de 60 dias) da espécie sugere a
existéncia de duas a trés geracdes por ano. O desenvolvimento dos imaturos é
relativamente rapido, foram encontrados individuos na fase de pré-pupa em cerca de 11
dias ap6s o encerramento do ninho. A cessacdo quase completa da atividade de fémeas
entre marco e agosto e a retomada das atividades de nidificagdo em setembro, em anos
consecutivos, nos permite supor que a Ultima geracdo produzida (fevereiro) na época
reprodutiva tem tempo de desenvolvimento muito mais tempo (ou diapausa) do que as
geracOes produzidos no inicio do periodo de acasalamento. O registro, em trés anos
consecutivos, de que ha uma nidificacao tardia (maio) por fémeas isolados (uma fémea
em cada ano) na area do assentamento € uma indicacdo de que pelo menos parte da
descendéncia de ninhos provisionados em fevereiro surge no inicio do outono (inicio da
estacdo chuvosa), mas a maioria deles provavelmente permanecerd como prepupa nas
células de cria até a primavera seguinte.

Considerando que uma fémea demora em média 6,9 dias para a constru¢cdo de
um ninho e que o periodo de nidificacdo anual tem cerca de 180 dias, uma Unica fémea
poderia teoricamente, em condi¢cfes 6timas e alta longevidade, construir 26 ninhos e 109
células. Entretanto, os dados revelam que cada fémea constréi 1,34 ninhos em média,
sugerindo 10 dias de nidificacdo e a construcdo de 6 células, em média, por fémea,
durante seu periodo de vida. Esses dados podem estar subestimados, pois foram
observadas algumas fémeas com pelo menos 20 dias de atividade. Além disso, apenas
32% das fémeas marcadas foram observadas construindo outros ninhos e foram
encontradas poucas fémeas mortas. E importante o fato de que fregiientemente as

fémeas procurando locais para nidificar sobrevoavam 0s muros e inspecionavam as
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areas vizinhas. Inclusive foram encontrados alguns ninhos em terrenos a cerca de 100
metros de distancia. Essas observacdes sugerem que a area de nidificacdo pode ser
mais ampla e o comportamento de filopatria (ver cap. Il) estd associado a areas maiores.
Da mesma forma, fémeas ndo marcadas nidificantes poderiam ser individuos vindos de
outras areas ou fémeas recém-emergidas no proprio local. Desse modo, sdo necessarios
estudos futuros para a obtencéo de dados sobre as taxas de mortalidade e a longevidade
das fémeas.

De forma geral, as dimensdes e forma das células, assim como a profundidade
dos ninhos, um monticulo de areia na entrada e um tunel principal, com ramificacbes
foram semelhantes as observadas por outros autores (VINSON & FRANKIE, 1988;
REGO et al., 2006).

Segundo Vinson & Frankie (1988) os tlneis longos e ramificados, fechados com
areia seriam estratégias de defesa contra o ataque de cleptoparasitas, principalmente
espécies de Mesoplia, (Hymenoptera, Apidae, Ericrocidini) (Vinson et al., 1986).,
frequentemente vistas entrando em ninhos de C. flavifrons e C. aethioscesta. Todavia,
como observado neste estudo, as ramificacdes servem para a construcdo de novas
células. Embora, espécies de Mesoplia sejam comumente registradas parasitando ninhos
de Centris (MORATO et al., 1999; AGUIAR & GAGLIANONE, 2003; REGO et al., 2006),
no presente estudo raramente foram observados individuos desta espécie.

Os ninhos formam uma agregacao e, além disso, estavam mais concentrados em
locais mais apropriados do jardim, ou seja, geralmente em areas com solo desnudo ao
redor de muros e arvores. A construcdo de ninhos de forma agregada é comum em
muitos grupos de abelhas que nidificam no solo (MICHENER, 2007). As agregacdes de
ninhos de abelhas sdo resultantes da tendéncia que essas abelhas tém de retornarem
aos seus locais de emergéncia também denominado filopatria, uma vez que outras areas
aparentemente apresentando as mesmas condi¢cdes ndo possuem ninhos (MICHENER,
et al., 1958; MICHENER, 1974).

As entradas dos ninhos, de forma circular bem definida, eram expostas na maioria
dos casos, porém, alguns ninhos possuiam entradas camufladas pela grama, por outras
plantas, por pedras ou por objetos do chdo do jardim. Régo et al. (2006), também
descrevem as entradas dos ninhos como circulares, porém, na maioria das vezes,
camufladas e protegidas de chuvas entre rizomas secos de gramineas. Por outro lado,
Vinson e Frankie (1988) observaram que as entradas geralmente eram localizadas nas
paredes laterais de depressbes no solo feitas por lagartos ou tatus. Desse modo, as
fémeas de C. flavifrons nidificam em &reas abertas, em solo arenoso e sob forte

influéncia da luz solar.
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Além de fatores como a constituicdo do solo e a exposi¢do solar (MICHENER et
al., 1958), o acesso a diferentes fontes de recursos florais e de agua (LINSLEY, 1958) é&,
dentre outros fatores, fundamental para o estabelecimento dos ninhos. O sitio de estudo
desse trabalho, apesar de se encontrar em &rea urbanizada, possui espécies de plantas
frutiferas e proximidade com fragmentos de Mata Atlantica (cerca de 1,2 km de distancia)
gue contribuem com a disponibilidade de recursos florais.

Espécies de Centridini, nidificantes no solo, geralmente alimentam suas larvas
com uma mistura de 6leos florais e polen (BUCHMANN, 1987; FRANKIE et al. 1989,
VINSON et al., 1997). A adicdo de 6leo certamente € uma adaptacdo para aumentar a
impermeabilidade das células e provisfes, evitando a contaminagdo por microorganismos
(VINSON et al., 1997; AGUIAR & GAGLIANONE, 2003). Voos para coleta de 6leo foram
mais curtos que aqueles para coleta de poélen, sugerindo a menor disponibilidade e/ou
dificuldade de coletar pélen. Além disso, o curto periodo de tempo para forrageio de 6leo,
frequentemente observado, sugere que a fonte de recurso estava proxima do local de
estudo.

Fatores como o tamanho corporal (HERRERA, 1990) e a temperatura corporal
(WILLMER, 1983) também influenciam no padrdo temporal das atividades das abelhas.
Outros fatores relacionados com as estratégias de forrageamento e de disponibilidade de
recursos florais também podem estar envolvidos. Alcock (1979) aponta alguns fatores
gue possivelmente podem influenciar no comportamento de aprovisionamento das
fémeas: distribuicdo de ninhos de outras fémeas, tamanho e idade da fémea, abundéancia
de recursos e a probabilidade de fracasso daquele ninho.

A média do niumero de voos observados no presente estudo esta de acordo com
0os dados relatados por Régo et al. 2006, embora estes autores tenham monitorado
apenas dois ninhos. O maior nimero de voos durante a fase de aprovisionamento foi
durante o periodo da manha, concordando com as observacdes de outros autores
(REGO et al., 2006; AGUIAR, 2002; GOTTSBERGER et al. 1988; ALBUQUERQUE &
REGO, 1989; ALBUQUERQUE & MENDONCA, 1996; FREITAS et al. 1999) para outras
espécies de Centris, as quais indicaram que as visitas as flores por estas abelhas
ocorrem, em geral, antes do meio dia em habitats tropicais quentes e ensolarados do
Nordeste do Brasil. Além do maior nUmero de saidas ocorrerem pela manhd, a duragéo
dos voos € menor nesse periodo, 0 que seria justificado pelo fato de haver maior
disponibilidade de recursos durante o periodo matutino.

A Marcacdo das abelhas pareceu ndo afetar suas atividades, pois em poucos
minutos apds a soltura estas continuavam a trabalhar normalmente, aprovisionando o
ninho. Além disso, a semelhanc¢a observada no comportamento das fémeas das duas

temporadas sugerem que a retirada do flagelo da antena e a metodologia de marcacéao,
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aparentemente, nao interferiram no padrdo de comportamento de nidificacdo dessas
fémeas. Entretanto, observa-se uma tendéncia de redugédo no tempo de construcdo das
células nas fémeas sem retirada do flagelo antenal, sugerindo a necessidade de estudos
mais aprofundados.

As fémeas geralmente realizavam voos circulares ao sair e antes de entrar no
ninho, o que pode indicar um comportamento de reconhecimento da area. Vinson &
Frankie (1999) relatam que, durante a construcéo do tunel, as fémeas de C. flavofasciata
também realizam voos circulares caracteristicos e, ap6s o reconhecimento da érea,
realizam voos em linha reta.

Freqientemente, uma fémea nidificante levantava voo e tocava outras fémeas
préximas no ar, aparentemente tentando afasta-la. Duas fémeas em voo também podiam
apresentar esse comportamento. Esse comportamento, aparentemente agonistico,
também foi observado entre fémeas que pareciam procurar um local para fundar novos
ninhos, o que sugere a existéncia de um comportamento competitivo por locais de
nidificacdo. O comportamento competitivo entre abelhas que pareciam procurar um novo
local para nidificar também pode ser embasado no fato de as fémeas aparentemente
preferirem fundar um novo ninho nas proximidades de seu antigo ninho. Dessa forma, o
comportamento observado entre essas abelhas indica uma defesa de territorio.

Vinson & Frankie (1988) afirmam que apds cessar o0 aprovisionamento de pélen e
6leo, os ninhos de C. flavifrons sao fechados com areia pelas fémeas, que os abandonam
logo em seguida. Esses autores também observaram esse comportamento em fémeas de
C. flavofasciata e C. aethiocesta. No entanto, alguns dos ninhos observados neste estudo
néo foram fechados, e outros foram fechados apenas parcialmente.

Foi verificado que alguns ninhos concluidos que possuiam o inicio do tunel aberto
serviram de dormitério para fémeas de C. flavifrons. Chiappa e Toro (1994) observaram
que ramificacdes laterais ou células abertas em ninhos de C. mixta também serviam de
dormitério para os adultos ou ainda para evadir parasitas.

A permanéncia da entrada aberta de alguns ninhos de C. flavifrons ap6s a sua
concluséo pode ter sido um fator importante na reutilizacdo de ninhos observada nesse
estudo. As fémeas nidificantes a procura de novo local para fundacdo do ninho, que
muitas vezes inicialmente apresentam o0 comportamento de entrar e sair em outros
ninhos, podem utilizar a entrada de um antigo ninho para construir o seu.

Esse comportamento de entrar e sair no ninho de outras fémeas pode, também,
favorecer a usurpagdo de um ninho por uma fémea, conforme foi observado no estudo
presente estudo. Vinson & Frankie (1988) também descrevem um caso muito similar de
usurpacgdo de ninho em C. flavifrons, no qual a fémea fundadora foi expulsa do seu ninho

por outra fémea que se apropriou dele, enquanto sua fundadora estava em um voo para
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aprovisionamento. Em ambos os estudos, as fémeas fundadoras observadas traziam
recursos florais em suas escopas, quando tiveram que abandonar seus ninhos,
retornando a &rea pouco tempo depois com as escopas limpas. De forma também similar,
a fémea fundadora retornou a area sobrevoando o antigo ninho por mais dois dias, ndo
obtendo sucesso na retomada do seu antigo ninho, até nao voltar mais.

Régo et al. (2006) observaram atividade de construgdo em trés ninhos de C.
flavifrons durante todo o dia, relatando também atividade noturna, até as 21:00h. Neste
estudo, as fémeas escavaram seus ninhos principalmente no inicio da manha ou no
término da tarde e inicio da noite (em torno das 17:30h). Em ninhos iniciados ja no final
da tarde, o aprovisionamento do ninho foi iniciado na manh& do dia seguinte.

Neste estudo, surpreendentemente, ndo foi observada a presenca de machos de
C. flavifrons na éarea. Vinson et al. (1996) relataram que os machos de C. flavifrons
marcam e defendem territérios em arvores, floridas ou ndo, como Byrsonima crassifolia.
C. F. Martins (comunicagéo pessoal), observou em area urbana de Jodo Pessoa machos
no telhado a cerca de 3 metros de altura acima de uma agregacdo de ninhos,
interceptando as fémeas durante o voo,

Um aspecto interessante foi a dificuldade de encontrar células durante a
escavacdo dos ninhos, devido ao fato das fémeas fecharem os tuneis laterais apds a
concluséo de cada célula. Por isso foram utilizados os vasos-armadilha que propiciaram o
conhecimento do total de células e a observacdo do comportamento e caracteristicas da
estrutura dos ninhos. Essa técnica revelou-se potencialmente promissora para futuros

estudos, assim como para o manejo de ninhos e células em programas de polinizacao.
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CAPITULO Il

Extracdo de DNA e variabilidade genética de Centris (Centris)
flavifrons (FABRICIUS, 1775) (Hymenoptera: Apidae, Centridini)




1 INTRODUCAO

1.1 O habitat e a variabilidade genética

O habitat adequado para uma espécie de abelha deve oferecer, ao menos, duas
premissas basicas que favorecem a presenca de uma populacdo de abelha em uma
determinada &rea, que séo a disponibilidade de recursos florais e a oferta de materiais e
locais para a sua nidificacdo (CANE, 2001; FRANKIE et al., 1989; ANTONINI & MARTINS,
2003). No entanto, a perda e o isolamento de habitats naturais, em consequéncia da
crescente expansdo da populacdo humana e seus impactos decorrentes, tém efeito deletério
em comunidades de invertebrados polinizadores e na reproducdo sexual das plantas (CANE,
2001).

Essa reducdo da area total de um habitat natural pode implicar em diversos efeitos
negativos, como no caso da depresséo por endogamia, causando a perda de variabilidade
genética devida a reducédo do tamanho das populac¢des, diminuicdo das taxas reprodutivas e
de sobrevivéncia e menor resisténcia a doencgas (BOUZAT et al., 1998); ou podem ter efeitos
a longo prazo, tais como impedindo a adaptacdo as alteragbes ambientais (LANDE, R. &
BARROWCLOUGH, G. 1987). Desse modo, populagbes anteriormente continuas s&o
subdivididas em conjuntos de pequenas populagfes locais, isoladas entre si em maior ou
menor grau, apresentando taxas mais baixas de dispersdo e migracdo, dependendo da
distribuicdo espacial dos fragmentos e do poder de disperséo inerente as espécies (LACY,
1992; AVISE, 2004; ANTONINI & MARTINS, 2003; RAMBALDI & OLIVEIRA, 2003;
LAURENCE et al., 2002).

A importancia da variabilidade genética esta relacionada a adaptacao das populacdes
a um ambiente em constante transformacao, conferindo aos individuos, ao longo do tempo,
as caracteristicas necessarias para a sua sobrevivéncia em novas situacdes a partir da
presenca de determinados alelos ou da combinacédo deles (PRIMACK & RODRIGUES, 2001).
No entanto, popula¢cdes pequenas sujeitas a deriva genética e mais suscetiveis a efeitos
genéticos deletérios (depressdo endogamica e exogamica, flutuacbes demograficas devidas a
variagbes ao acaso, nas taxas de nascimento e mortalidade; acao predatoria; incidéncia de
doencas e perda da flexibilidade evolucionaria) acabam tendo um declinio ainda mais
acentuado no tamanho da populagdo e uma maior chance de extincdo (PRIMACK &
RODRIGUES, 2001). Esta reducdo mais drastica no tamanho da populacdo comumente

ocorre em populacdes que ja sdo pequenas e fragmentadas, ou em populac@es introduzidas,
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em que a diversidade de alelos no loco de determinacéo sexual é baixa (ZAYED, 2004;
ZAYED & PACKER, 2002).

No entanto, apesar do efeito negativo atribuido ao processo de urbanizacéo,
principalmente relacionados a diminui¢cdo das populacdes e ao declinio da biodiversidade, em
especial dos polinizadores, varios estudos sobre ecologia urbana consideram a importancia
dos ambientes urbanos funcionando como corredores e/ou “albergues” de muitas espécies de
insetos (FETRIDGE et al. 2008; ZANETTE et al., 2005; CANE et al. 2005; FRANKIE et al. de
2005). Dessa forma, além de se ressaltar a importancia da preservacao de habitats naturais,
€ necessario que haja também a conservacdo dos fragmentos remanescentes desses
habitats, assim como a manuteng&o e/ou construcéo de jardins e parques, o que favoreceria o
aumento da biodiversidade em ambientes urbanos (MATTESON et al., 2008; FETRIDGE et
al., 2008).

Alguns estudos evidenciam a utilizagdo dos recursos em area urbana, principalmente
com relagéo ao processo de colonizagdo e permanéncia nessas areas por essas populagdes
(McINTYRE, 2001; CANE et al. 2005). Segundo Cane et al. (2005), ha uma grande
dificuldade de se encontrar, nessas areas, ninhos de abelhas que nidificam no solo, por
exemplo. Nesse sentido, é fundamental conhecer em detalhes a biologia dessas espécies de
abelhas para propor estratégias de manejo, visando a conservacao e até mesmo a utilizacéo
sustentavel dessas abelhas no desenvolvimento de técnicas de manejo de polinizadores de
culturas, uma das etapas para a implementacdo de programas de polinizacdo. Todavia, ha
muito para ser estudado, pois aspectos da biologia reprodutiva, tais como a capacidade
reprodutiva das fémeas e os fatores genéticos e ecoldgicos que viabilizam o sucesso de
colonizacdo de uma area por uma espécie de abelha, sdo ainda completamente
desconhecidos, tanto em habitats naturais quanto em agroecossistemas e/ou nos ambientes

urbanos.

1.2 Estudos genéticos com abelhas

Levando em consideracdo que a sobrevivéncia de populacbes biolégicas em uma
determinado ecossiatema € determinada pela dindmica do ambiente, das interacfes
ecoldgicas e pela estrutura genética dessas populacdes, um estudo sobre a ecologia das
espécies pode apresentar resultados mais completos quando acompanhado pelo estudo de
fluxo génico nestas populagbes (FREITAS et al., 2005). Os marcadores moleculares
constituem poderosas ferramentas para estudos da genética populacional (FREITAS et al.,

2005). Dentre os marcadores moleculares, os genes mitocondriais (DNAmt), as alozimas e
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locos microssatélites (ambos marcadores nucleares) nucleares tém sido os mais efetivamente
utilizados nesses trabalhos.

Um marcador molecular € um fen6tipo molecular, resultado da expressao de um gene,
como as isoenzimas, ou um segmento especifico de DNA (correspondente a regides
expressas ou ndo do genoma) (MURPHY, et al, 1990). Frequentemente, estudos
populacionais utilizando o DNA mitocondrial como marcador envolvem a caracterizacdo desse
genoma por enzimas de restricdo. A andlise do nimero de sitios gerados por enzima e a
posicdo relativa destes no mapa de restricdo, sdo os parametros utilizados para a
determinacdo do que chamamos de haplétipos mitocondriais (ARIAS, et al. 2003).

E grande o potencial desses marcadores em gerar informacdes relevantes a respeito
da genética e evolugdo em insetos contribuindo para a construcdo de um cenario mais
completo sobre a biologia das abelhas, demonstrando os efeitos da alteracdo ambiental na
estrutura genética das populagbes e, consequentemente, nas suas relagbes ecologicas
(WALDSCHMIDT et al., 2005).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de metodologias moleculares em estudos sobre abelhas
tem permitido a investigacdo de questdes relacionadas a evolugdo e diversificacdo dos
grupos, biologia reprodutiva e aspectos ecoldgicos, especialmente aqueles relacionados ao
forrageamento (CHAPMAN et al.,, 2003; DARVILL et al., 2004; KNIGHT et al., 2005).
Relacgdes filogenéticas em alguns grupos de abelhas sociais tém sido estabelecidas por meio
destas ferramentas moleculares (COSTA et al.,, 2003; CAMERON & MARDULYN, 2003;
CAMERON & WILLIAMS, 2003; MICHEL-SALZAT et al., 2004), assim como a historia
biogeografica destas espécies (DICK et al., 2004).

Além disso, aspectos da reproducao de espécies de abelhas ndo sociais, como a
estrutura de acasalamento e o grau de parentesco entre fémeas de espécies com habitos
distintos de nidificacdo, vém sendo investigados com a utilizagdo de marcadores moleculares
(KUKUK & SAGE, 1994; PAXTON, 2000; PAXTON et al., 1996; KRAUS et al., 2008). Estas
ferramentas tém permitido ainda a investigacdo de questbes como o efeito da fragmentacao
de habitats sobre as populacdes de diferentes grupos de insetos (JOHANNESEN et al., 1996;
KRAUSS et al., 2004; BROUAT et al., 2004).

Além do conhecimento sobre a biologia, ecologia da nidificagdo e estrutura genética
das populacdes, o presente estudo, através do uso de marcadores moleculares mitocondriais,
permitiu a verificacdo dos mecanismos de colonizacdo em C. flavifrons e inferir hipoteses

sobre uma possivel tendéncia filopatrica apresentada pela espécie.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Material e Locais de Coleta

As andlises genéticas mitocondriais realizadas neste trabalho tiveram como objeto de
estudo a espécie Centris (Centris) flavifrons Fabricius, 1775. Grande parte do material
biolégico utilizado nas analises genéticas foi coletada durante o primeiro ano dos estudos de
campo sobre a biologia e ecologia da nidificacdo de C. flavifrons, mais especificamente de
setembro/2010 a fevereiro/2011, que corresponde ao periodo seco na regido do estudo
(Nordeste do Brasil) quando cessam as chuvas e as atividades de nidificagdo dessa e de
outras espécies de abelhas sdo intensas (MORATO et. al., 1999; JESUS & GAROFALO
2000; AGUIAR et. al., 2002; MADEIRA-DA-SILVA et. al., 2002; MARTINS & VIANA, 2002;
GAZOLA & GAROFALO, 2002).

A area principal de amostragem, onde ocorreu grande parte da coleta de material e a
realizacdo dos estudos ecolégicos e comportamentais sobre a nidificacdo da espécie,
compreende um jardim residencial, situado em area urbana, no bairro Jardim Cidade
Universitaria, na cidade de Jodo Pessoa, Paraiba (ver item 2.1 no capitulo 1) (Figuras I.4, 1.5 e
I1.1; Tabela II.1).

No momento em que as fémeas eram capturadas para serem marcadas, objetivando-
se a individualizacdo e um monitoramento acurado do comportamento de nidificacdo dessas
abelhas (ver capitulo 1), foi retirado, com o auxilio de pingcas entomoldgicas, o flagelo da
antena direita destes individuos para estudos genéticos. Além disso, individuos mortos,
comumente encontrados na area de estudo, também foram coletados para tais analises.

Os 10 vasos disponibilizados como “locais armadilha” para estudos sobre a ecologia
da nidificagdo, também serviram como ferramenta para a obtencdo do material das células
cria para analise genética. Com as 20 gaiolas instaladas sobre alguns ninhos ja concluidos,
objetivou-se a captura dos emergentes para coleta de material bioldgico (flagelo da antena)
para analise genética e posterior marcacdo da abelha, a qual seria solta. (Sobre os “vasos
armadilha” e as gaiolas, ver item 2.2 no capitulo I).

As pecas e/ou individuos coletados foram dispostos em tubos de vidro, devidamente
identificados, contendo alcool absoluto. Quando o material tratava-se do flagelo das antenas
dos individuos, a etiqueta de identificacao dos tubos continha também o nimero do respectivo
ninho em que a fémea foi coletada.

Quando as atividades de nidificacdo do primeiro ano de estudo tornaram-se menos
freqlentes (apenas poucos e esporadicos ninhos ativos, porém ainda sendo monitorados), o

gue corresponde ao inicio do periodo chuvoso, s6 entéo, foi possivel voltar os esforcos para a
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coleta de espécimes de C. flavifrons em outras localidades, objetivando estudos genéticos
interpopulacionais (detecgéo de fluxo génico e diferenciacdo genética entre as populacdes).

Foram coletas C. flavifrons no municipio de Mamanguape, Paraiba, onde essas
abelhas ja haviam sido amostradas anteriormente, conforme constam o0s espécimes
testemunhos na Cole¢cdo Entomoldgica do Laboratério de Entomologia da Universidade
Federal da Paraiba. Outra expedicdo de coleta foi realizada para o municipio de Alhandra
(Sitio Olho D’Agua), também no estado da Paraiba; outras foram realizadas em varios
municipios do estado de Pernambuco, como Itamaracd, Igarassu, Tamandaré, Paudalho
(Fazenda Acerolandia), Paulista, dentre outras localidades (Figura 1l.1; Tabelas 11.1). As
buscas se davam de forma ativa em plantas produtoras de 6leos comumente visitadas por
essas abelhas, representadas nas familias Malpighiaceae (REGO & ALBUQUERQUE, 1989;
FREITAS, et al. 1999), Krameriaceae (BUCHMANN, 1987) e Scrophulariaceae (VOGEL &
MACHADO, 1991).

Alguns espécimes (n=13) da cole¢&o do Laboratorio Plebéia, da Universidade Federal
de Pernambuco-UFPE, foram doados pelo Prof. Dr. Clemens Schlindwein. Esses individuos
(10 machos e trés fémeas) foram coletados em expedicbes de campo realizadas pela equipe
desse laboratorio em trés diferentes localidades: Granja de Antdnio, no municipio de
Camaragibe-PE; Vale do Catimbau, em Buique-PE e na Usina Sdo José, em lgarassu-PE
(Figuras 11.1; Tabela 11.1). As distancias entre todas as localidades onde houve coleta de C.
flavifrons esté@o disponiveis na tabela I1.2).

Posteriormente, todo o material coletado foi levado para o Laboratério de Genética
Evolutiva de Himenopteros, do Departamento de Genética e Evolucdo, da Universidade de
Sao Carlos - Sdo Paulo (LGEH-UFSCar), para a realizacdo das analises genéticas
conduzidas pela mestranda junto ao grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Marco
Antonio Del Lama. Vouchers e amostras de DNA de todo o material coletado foram
depositados no LGEH da UFSCar.
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Figura Il.1. Mapa representativo com énfase no estado da Paraiba (PB) e parte do estado de Pernambuco
(PE) contendo as areas onde foram realizadas expedicdes para coleta de C. flavifrons. 1 — Area principal
de estudo, Cidade Universitaria, Jodo Pessoa-PB; 2 — Sitio Olho D’Agua, Alhandra-PB; 3 — Usina S&o
Jodo, lgarassu-PE; 4 — Vale do Catimbau, Buique-PE; 5 — Granja Antonio, Camaragibe-PE.

Tabela Il.1. Areas onde houve amostragens de C. flavifrons e suas respectivas coordenadas geogréficas.
Para essas areas, foram atribuidos nimeros de identificagdo e abreviaturas das localidades amostradas,
0s quais sao utilizadas ao longo do presente estudo

AREA LOCALIDADE CcODIGO COORDENADAS
1 Jardim Cidade Universitaria, Jodo Pessoa — Paraiba | JoaoPessoaPB | 7°9'11.74"S 34°50'28.51"0
2 Sitio Olho D’Agua, Alhandra — Paraiba AlhandraPB 7°27'19.78"S 34°54'2.23"0
3 Usina Sao José, lgarassu — Pernambuco IgarassuPE 7°50'57.81"S 34°54'56.00"0
4 Vale do Catimbau, Buique — Pernambuco BuiquePE 8°36'40.02"S 37°10'17.37"O
5 Granja Antdnio, Camaragibe — Pernambuco CamaragibePE 8°1'14.87"S 34°58'59.51"0

Tabela I1.2. Distancia (em Km) entre as areas onde houve amostragens de C. flavifrons

AREAS DISTANCIA (Km)
1-2 34

1-3 75

1-5 97

2-3 44

2-5

3-5

63
20
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2.2 Extracdo do DNA

Nas analises genéticas foram estudadas regifes de dois genes mitocondriais como
marcadores: citocromo B (cytb) e subunidade | do complexo citocromo oxidase ¢ (COl). Para
isso, a extracdo do DNA total das fémeas foi feita a partir do flagelo das antenas ou pernas
(anteriores e medianas) das fémeas. Os flagelos das antenas, contidos em &lcool absoluto,
foram lavados em &gua purificada e em seguida enxugadas em papel absorvente para
posterior processo de maceracao que acontecia em tubos de 1,5 mL, com bastdes de vidro e
com o auxilio de nitrogénio liqguido. Quando o material a ser extraido eram as perhas das
fémeas, estas foram separadas do restante do corpo, com auxilio de pingas entomoldgicas,
apenas no momento da extracao.

As amostras que pertenciam a fémeas nidificantes na area principal de estudo (Jodo
Pessoa-PB), o que corresponde a grande maioria do material coletado, foram utilizadas
unicamente o flagelo de suas antenas. O uso das pernas como material para a extragdo do
DNA aconteceu apenas quando os individuos eram encontrados mortos na area de estudo
ou para os individuos secos (doados) provenientes do estado de Pernambuco.

As amostras analisadas neste trabalho tiveram o DNA total extraido através do
protocolo padrdo de extracdo por fenol-cloroformio proposto por Sheppard & McPheron
(1991) para algumas amostras e pelo protocolo de extracdo CHELEX® 100 (WALSH et al.,
1991) para outras amostras.

A opcao de se utilizar ambas as metodologias se deu com o objetivo de maximizar as
reacOes de amplificacdes, testando qual o melhor procedimento para extracdo de DNA uma
vez que a quantidade de material bioldgico coletado por individuo era pequena (flagelos de
antenas) e visando evitar a perda de material biolégico pelo uso de uma metodologia

inadequeda.

2.3 Amplificacéo e Purificacdo do DNA mitocondrial

A partir do DNA total extraido, foram amplificados via PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) os genes mitocondriais cytb e COIl. Ambas as reages ocorreram em 40 ciclos de
94°C por 30 segundos para desnhaturacdo; 50°C por 20 segundos para anelamento dos
primers e 72°C por 1 minuto para a extenséo da fita de DNA. Cada PCR foi preparada com
2,5uL de dNTPs 100 mM; 2,5 uL de tampao 10x; 1,25 uL de MgCl, 50 mM; 1 uyM de cada
primer, 0,2 yL de Taq DNA polimerase (Invitrogen, 5 U/uL), 3 yL de DNA extraido e agua

esterilizada para completar o volume final de 25 pL.
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O primer utilizado para a amplificacdo da regido do DNA mitocondrial cytb foi 0 mesmo
proposto para amplificar essa regido homologa em Apis mellifera, CB-N-11367 5-ATT ACA
CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT-3 (Simon et al. 1994). Esse primer ja foi utilizado em
trabalhos anteriores com sucesso em Centris inermis (CAMERON & MARDULYN, 2001). Ja a
amplificacdo da regido do DNA mitocondrial COI foi possivel com a utilizacdo do seguinte par
de oligos iniciadores: primer foward de Apis mellifera 5-GGA GAT CCA ATT CTT TAT CAA
C-3’ e primer reverse de Eulaema nigrita 5’-GAT ATT AAT CCT AAA AAATGT TGA GG-3'. O
primeiro primer para COI foi desenvolvido no laboratério LEGH da UFSCar-SP e o segundo
foi descrito por Dick et al., 2004).

Para verificar se a regido de interesse foi amplificada, os fragmentos obtidos foram
submetidos a eletroforese em géis de agarose 1% corados com 1uL de Gel RedTM e
visualizados em luz UV. Os produtos de amplificacdo destas regides foram posteriormente
purificados utilizando-se 1U de SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, GE) e 10U de Exoll
(Exonuclease |, GE) para cada 8uL de produto de PCR, sendo incubados a 37° C por uma
hora e a 80° C por 15 minutos. Os produtos purificados também foram visualizados em géis
de agarose 1%.

2.4 Sequenciamento do DNA mitocondrial

O sequenciamento foi feito diretamente a partir dos produtos purificados da PCR. A
reacao de sequenciamento foi realizada em volume final de 10 L, incluindo 3,5 pL de
Tampao Save Money 2,5x, 0,5 uL de Big Dye (Applied Biosystems), 1 uM de primer Foward
ou Reverse e 1 uL de DNA purificado.

Foram sequienciadas 24 amostras para o gene mitocondrial cytb e 24 amostras para o
gene mitocondrial COIl. As sequéncias foram obtidas em sequenciador automatico ABI 3700
(Applied Biosystems) do Laboratorio de Biotecnologia da FCAV — UNESP de Jaboticabal, SP.

2.5 Andlise dos dados

Os eletroferogramas gerados foram editados no programa Codon Code verséo 3.7.1
(CodonCode, Dedham, Massachusetts, United States) e, a partir do mesmo programa, as
sequéncias obtidas com os primers R (reverse) e F (forward) foram montadas. Apos

correcdes, as sequéncias F e R de cada amostra foram, entéo, alinhadas no programa
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MultAlin© (disponivel em: disponivel em <http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/>) para

verificagdo de possiveis altera¢des nucleotidicas.

Apos a edicdo das sequéncias foram construidas e analisadas redes de haplétipos
para os genes mitocondriais cytb e COIl através do software TCS versao 1.21 com a = 0,05
(CLEMENT, POSADA & CRANDALL, 2000). Os diferentes padrées para estas regides do

genoma mitocondrial foram averiguados quanto a sua distribuicdo geografica.
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3 RESULTADOS

O material genético de 84 individuos foi analisado no presente estudo (Tabela 11.3).
Destes, 66 amostras pertenciam a fémeas que estavam nidificando na é&rea principal de
amostragem (area 1 — Jodo Pessoa-PB) e tiveram o flagelo de sua antena direita coletada
durante a captura para marcag¢do. Mais duas amostras do flagelo de antenas analisadas
pertenciam a duas abelhas que emergiram na area de estudo dentro das “gaiolas” usadas
como armadilhas. Apenas essas duas amostras foram obtidas com a utilizacdo dos vasos
disponibilizados como “locais armadilhas” e cobertos com telas, formando “gaiolas”, fato que
ocorreu no primeiro ano de estudo.

Trés espécimes (amostras) foram coletados no municipio de Alhandra-PB (area 2 -
Sitio Olho D’Agua). No entanto, nenhum espécime a mais foi coletado em todas as demais
expedicbes para coleta de C. flavifrons para as demais localidades. O Unico material
conseguido de outro estado foram os 13 espécimes doados pelo Prof. Dr. Clemens
Schlindwein, da UFPE. Estes espécimes, provenientes do estado de Pernambuco (Usina Séao
José, no municipio de lgarassu (area 3; n=7); Vale do Catimbau, em Buique (area 4; n=3) e
Granja de Antonio, em Camaragibe (area 5; n=3) ) tiveram um papel importante neste estudo

atuando também como controle, para fins comparativos (Tabela 11.3).

Tabela 11.3. NUmero de amostras de C. flavifrons obtidas em cada area. As especificacbes de cada
area estdo na Tabela 11.2. F = fémea; M = macho

AREA AMOSTRAS
1 68 (F)
2 3 (F)
3 7 (M)
4 3 (2F; 1M)
5 3 (2F; 1M)
Total 84

3.1 Extracdo e amplificacdo do DNA mitocondrial

Apenas um processo de extragdo do DNA total através do protocolo padrdo de
extracdo por fenol-cloroférmio (SHEPPARD & MCPHERON, 1991) foi realizado, extraindo o
material genético de 20 amostras. Em seguida, foi realizada, experimentalmente, a extracdo
do DNA total de outras 14 amostras pelo protocolo de extracdo CHELEX® 100 (WALSH et al.,
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1991). O resultado da extracdo por CHELEX® foi testado via PCR e respondeu de forma
relativamente positiva. Assim, as extracdes realizadas para as 50 demais amostras se deram
através deste processo.

Contudo, alguns dos exemplares ndo apresentaram bom rendimento nas reacdes de
amplificacdo e, conseqiientemente, de seqlienciamento, seja para um gene em particular ou
para ambos. Foram realizadas diversas alteracfes no protocolo de amplificacdo (mudancas
nos ciclos de amplificacdo, nas concentracdes das reacdes, de primer, entre outros), assim
como Vérias tentativas de reamplificacdo do material de algumas amostras, na busca de
resultados mais homogéneos, mas em muitos casos as tentativas nao obtiveram sucesso.
Nestes casos, 0os espécimes nao foram considerados na amostragem, objetivando-se evitar
resultados equivocados que prejudicariam a consisténcia dos resultados finais do presente
estudo. Foi obtido sucesso na amplificacdo de 24 amostras para a regido cytb e de 24

amostras para a regido COI (Figura 11.2).

Figura 11.2. Gel de agarose 1% corado com Gel Red™ e visualizado em luz UV mostrando
os fragmentos de cytb e COIl apds a purificagdo. S&o observadas 50 amostras, porém,
duas delas (19 e 22) foram excluidas do seqiienciamento pois nao foi obtido resultado
positivo para o seqlienciamento. A seta indica a dire¢cdo da migracdo no gel. Foto: Kétia
Ferreira.
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3.2 Caracteristicas das sequéncias do DNA mitocondrial para o gene cytb

Os fragmentos obtidos para o gene cytb do DNA mitocondrial de 20 individuos de C.
flavifrons, para os quais foi obtido um resultado positivo no sequienciamento, possuiam, em
geral, 485 pares de base (Figura 11.3). Foram identificados 13 haplétipos (Figura 1.5 e tabela
I1.4). Os haplétipos detectados para a regido cytb do DNA mitocondrial e suas respectivas
localidades em que as amostras foram coletadas podem ser observados na tabela Il.4.

Com o alinhamento para o gene cytb podemos verificar que existem varios haplétipos
mitocondriais nas amostras que foram coletadas na area principal do estudo, em Joao Pessoa
(identificadas com JoaoPessoaPB). Algumas amostras controle, provenientes do estado de
Pernambuco (lgarassu; area 3), apresentaram muitas substituicdes nucleotidicas - com
relacdo as do consenso - em comparagdo com as demais (Figuras 1.3 e 11.5).

Uma das amostras (12556JoaoPessoaPB) apresentou alguns “N” em sua sequéncia
para 0 gene cytb, os quais foram mantidos pois ndo foi possivel a identificacdo da base
correta nas suas respectivas posicoes.
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Figura 11.3. Alinhamento entre seqiiéncias obtidas para o gene cytb. Na legenda, os nimeros precedentes em cada
amostra referem-se ao nimero da extracdo do material genético; JoaoPessoaPB = Area principal de monitoramento,
em Jodo Pessoa/PB; AlhandraPB = Sitio Olho D’agua, em Alhandra/PB; CamaragibePE e IgarassuPE correspondem
a amostras provenientes desses municipios, localizados no estado de Pernambuco.
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3.3 Caracteristicas das sequéncias do DNA mitocondrial para o gene COI

Para as 13 amostras de C. flavifrons analisadas, nas quais foi obtido sucesso no
sequenciamento, os fragmentos obtidos para o gene COI do DNA mitocondrial possuiam, em
geral, 629 pares de base (Figura 11.4). Foram identificados sete hapl6tipos para essa regido
(Figura 11.6 e tabela 11.5). Os haplétipos detectados para a regido COI do DNA mitocondrial e
suas respectivas localidades em que as amostras foram coletadas podem ser observados na
tabela Il.5.

Da mesma forma que foi observado no alinhamento para o gene cytb, podemos
verificar que para COI existem varios hapl6tipos mitocondriais nas amostras que foram
coletadas na area principal do estudo, em Jodo Pessoa (area 1) (Figuras 1.4 e 11.6). Podemos
observar também que alguns haplétipos foram encontrados em mais de uma localidade. As
andlises para o loco COIl, embora com o menor nUmero de amostras, uniu amostras de
localidades separadas por longas distancias (haplétipos 1, 4 e 5). Desta forma, os resultados
indicam que parte da variacdo nucleotidica ocorre entre amostras da mesma localidade e
parte entre amostras de localidades distantes. Uma estimativa mais consistente (Fst, por
exemplo) ndo foi apresentada dado que os dados n&o sao suficientes para tal.
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Figura I.4. Alinhamento entre seqiiéncias obtidas para o gene COIl. Na legenda, os nimeros precedentes em cada
amostra referem-se ao nimero da extracdo do material genético; JoaoPessoaPB = Area principal de monitoramento,
em Jodo Pessoa/PB; AlhandraPB = Sitio Olho D’agua, em Alhandra/PB; CamaragibePE e IgarassuPE correspondem
a amostras provenientes desses municipios, localizados no estado de Pernambuco.
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3.4 Redes de haplotipos

Para cada uma das regibes de DNA mitocondrial analisadas (cytb e COI) foi
construida uma rede de haplétipos utilizando todas as sequéncias analisadas para esse gene
a fim de estimar as relacfes entre estas sequéncias.

Considerando que o caminho evolutivo que apresenta menor nimero de passos
mutacionais € o0 mais provavel de ocorrer, a rede de haplotipos mitocondriais mais
parcimoniosa para cada um dos dois genes estudados foi obtida considerando: i) o haplétipo
mais frequiente e de maior distribuicdo tem maior chance de ter originado outro do que um
menos representado; ii) € mais provavel que um haplétipo seja gerado por um evento de
transi¢cdo do que por evento de transversao.

Com os dados dos sitios polimorficos de 48 sequéncias das quatro localidades
amostradas, foi investigada a distribuicdo em rede dos 13 haplétipos identificados para o gene
mitocondrial cytb, a fim de verificar as relagbes entre eles. O mesmo foi feito para os sete
haplétipos identificados para COI, utilizando-se dados das quatro localidades amostradas
(Figuras 1.5 e 11.6).

Para facilitar a visualizacao dos resultados em ambas as redes de hapl6tipos, foram
inferidos nomes aos haplétipos (Haplétipo 1, Haplétipo 2 e assim por diante). Ao lado do
nome do hapl6tipo, entre parénteses, encontra-se o numero de sequéncias (seq.) que
apresentaram o referido haplétipo (Tabelas 11.4 e 11.5 e Figuras 1.5 e I1.6).

As redes de haplotipos ajudaram na visualizagdo de que existem varios haplétipos
mitocondriais, tanto para cytb quanto para COIl, nas amostras que foram coletadas na area
principal de estudo (area 1), ou seja, algumas amostras se agrupam, porém todas elas nao
correspondem a uma mesma unidade genética, conforme observado anteriormente no
alinhamento dessas sequéncias. Algumas amostras de Pernambuco (as trés amostras de
Igarassu-PE), analisadas como “controle” neste estudo, apresentaram muitas substituicdes
nucleotidicas em comparacdo com as demais, ndo se agrupando na rede de haplétipos para

cytb.

Foi possivel observar também que algumas amostras coletadas na area principal de
estudo (&rea 1) apresentaram o mesmo haplétipo. Para a regido cytb, os haplétipos 1, 7 e 11
foram compartilhados pelas amostras da area 1. Para a regido COI, as amostras da area 1
também compartilharam haplétipos (haplétipo 1, 4 e 5). Contudo, esses haplotipos também
foram detectados em amostras provenientes de outras duas localidades: area 2 (Alhandra-
PB) e area 5 (Camaragibe-PE), as quais distam, respectivamente, 34Km e 97Km da area 1
(Tabela 11.2).
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Tabela I1.4. Lista de haplotipos observados para o gene mitocondrial cytb e as suas respectivas
localidades. Os numeros precedentes em cada amostra referem-se ao nimero da extracdo do material
genético; JoaoPessoaPB = Area principal de monitoramento, em Jodo Pessoa/PB; AlhandraPB = Sitio
Olho D’agua, em Alhandra/PB; CamaragibePE e IgarassuPE correspondem a amostras provenientes
desses municipios, localizados no estado de Pernambuco.

HAPLOTIPOS AMOSTRA/LOCALIDADE
1 12565JoaoPessoaPB, 12525JoaoPessoaPB e 12557JoaoPessoaPB
2 46120IlgarassuPE
3 46135IlgarassuPE
4 12524AlhandraPB
5 12536 JoaoPessoaPB
6 72512CamaragibePE
7 12558JoaoPessoaPB, 12559JoaoPessoaPB e 12561JoaoPessoaPB
8 72596CamaragibePE
9 12568AlhandraPB
10 12569AlhandraPB
11 12556J0ao0PessoaPB e 12562JoaoPessoaPB
12 12560JoaoPessoaPB
13 46125lgarassuPE, 46118IgarassuPE e 46116lgarassuPE

{ Hapldtipo 6 (1 seq) Hapldtipo 11 (2 seqs)

Hapldtipo 1 (3 seqs)

Hapldtipn 2 (1 sed) Haplofipo 3 1 se)

Hapléﬁpo@

”JH_F_ 7(3 seqs)

apldtipo

Hapldtipo 12 (1 seq)

Hapldtipo 8 (1 seq)

Haplotipo 5 {1 seq) anlGlino 91 se9) Hapldtino 13 (3 seqs)

Haplotipo 10 (1 seq)

Figura I1.5. Rede de haplétipos representando as relacdes entre os 13 haplétipos verificados para o
fragmento do gene cytb de C flavifrons. Entre parénteses se encontram o numero de sequencias
verificadas para cada haplétipo. “Seq” indica seqUéncia.
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Tabela 11.5. Lista de haplétipos observados para o gene mitocondrial COl e as suas respectivas
localidades. Os numeros precedentes em cada amostra referem-se ao nimero da extracdo do material
genético; JoaoPessoaPB = Area principal de monitoramento, em Jodo Pessoa/PB; AlhandraPB = Sitio
Olho D’agua, em Alhandra/PB; CamaragibePE e lgarassuPE correspondem a amostras provenientes
desses municipios, localizados no estado de Pernambuco.

HAPLOTIPOS AMOSTRA/LOCALIDADE

1 12560JoaoPessoaPB, 12562JoaoPessoaPB, 12559JoaoPessoaPB e 12568AlhandraPB
12569AlhandraPB
72596CamaragibePE
12564JoaoPessoaPB e 72512CamaragibePE

12557JoaoPessoaPB, 12565JoaoPessoaPB e 12524AlhandraPB
12525JoaoPessoaPB

46116lgarassuPE

N oo b~ WN

Hapldtipo 1 (4 seqgs)

0// \‘\h‘\"‘o

Hapldtipo 3 (1 seq)

Hapldtipo 4 (2 seqs)
Hapldtipo 5 (3 seqs)

Hapldtipo 6 (1 se
Hapldtipo 7 {1 seq) e Rl

Figura 11.6. Rede de hapldtipos representando as relagdes entre os sete hapl6tipos verificados para o
fragmento do gene COIl de C flavifrons. Entre parénteses se encontram o numero de sequencias
verificadas para cada haplétipo. “Seq” indica seqiiéncia.
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4 DISCUSSAO

As limitagdes dos estudos ecologicos comportamentais, através de observacdes
diretas, ndo permitem que inUmeras questbes sobre a biologia de uma espécie sejam
respondidas, como a abrangéncia da area de nidificacdo utilizada pela espécie, seu processo
de colonizacdo e dispersdo, por exemplo. Assim, os estudos moleculares, aliados aos
comportamentais, podem ser promissores ha tentativa de melhor compreender um
determinado taxon.

Os Unicos estudos acerca da espécie C. flavifrons sdo os de Vinson et al. (1997),
Vinson & Frankie (1988) e Régo et al. (2006), os quais abordam aspectos sobre a biologia da
nidificacado da espécie; Vinson et al. (1996), abordando a ecologia quimica desta e de outras
espécies; e o trabalho de Albuquerque & Régo (1989), ressaltando a eficiéncia do
comportamento de polinizacdo dessa espécie em flores do murici (Byrsonima crassifolia).
Desta forma, estes sdo os primeiros dados acerca de caracteristicas genéticas da espécie.

4.1 Material e periodo de coleta para C. flavifrons

Grande parte do material analisado neste trabalho foi coletada na area principal de
estudo (4rea 1) ao longo do primeiro periodo de estudo de campo sobre o a biologia e
comportamento de nidificacdo da espécie estudada. Isto aconteceu por qué as expedi¢cdes de
coleta para outras localidades ocorreram somente apds o término desse periodo, o que
corresponde ao inicio do periodo chuvoso na regido, e, desta forma, os resultados dessas
coletas ndo foram positivos.

Na expedicdo de coleta realizada a Granja Acerolandia, em Paudalho-PE, por
exemplo, embora se tratando de uma grande area de plantacdo exclusiva de aceroleiras
(Malpighia emarginata, as quais sdo bastante visitadas por C. flavifrons quanto a coleta de
6leo), nenhum espécime foi avistado (registrado) na area pois nesse periodo ndo ocorreu a
floracdo da aceroleira.

A inviabilidade de coleta apés o periodo seco observada no presente trabalho constata
que as atividades de C. flavifrons tornam-se bastante reduzidas apds este periodo. Alguns
trabalhos relacionados a biologia de nidificacdo de abelhas do género Centris também
demonstram que esses organismos possuem maior atividade nos periodos secos,
principalmente no segundo semestre do ano (AGUIAR et. al., 2002; GAZOLA & GAROFALO,
2002; JESUS & GAROFALO, 2000; MADEIRA-DA-SILVA et. al., 2002; MARTINS & VIANA,
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2002). E nesse periodo que ocorrem os picos de floracéo de algumas espécies vegetais
visitadas por Centridini (KRANZ & PASSINI, 1997).

Os 16 demais espécimes analisados, provenientes de outras areas, apenas puderam
ser tratados como referéncia ao longo deste trabalho, ndo sendo possivel, portanto, efetuar
estudos genéticos de carater interpopulacional.

Como muitos dados sobre o a biologia e comportamento de nidificacdo da espécie
foram obtidos no primeiro periodo de estudo, simultaneamente ao segundo periodo de
nidificacdo (outubro/2011 a janeiro/2012), além da coleta de espécimes na area amostral
principal, os esforcos foram novamente voltados para a coleta de espécimes em outras
localidades, nas quais foi obtido sucesso de coleta justamente por se tratar do periodo em
que as abelhas ainda encontravam-se em atividade de nidificagdo. Trés espécimes
emergentes nas “gaiolas” utilizadas como armadilha, resultantes do primeiro periodo de
nidificacdo na &rea principal. Todo esse material biolégico encontra-se devidamente
armazenado para que 0s estudos genéticos sejam continuados apds o término do presente
trabalho de Mestrado.

4.2 Extracdo e amplificacdo do DNA mitocondrial

As amplificacbes de amostras obtidas através dos dois protocolos de extracdo
utilizados neste trabalho, por fenol-cloroférmio (SHEPPARD & MCPHERON, 1991) e por
CHELEX® 100 (WALSH et al., 1991), apresentaram bom rendimento para algumas amostras
enquanto que para outras nao foi obtido sucesso, em ambas as regides de DNA mitocondrial
analisadas (cytb e COI). Embora tenham sido realizadas diversas alteragdes no protocolo de
extragdo e amplificacdo do DNA mitocondrial na tentativa de se obter uma metodologia
padrdo eficaz para o estudo de C. flavifrons, reduzindo a perda de amostras e, por
conseqliéncia, de informacdes, as dificuldades técnicas ainda ndo foram identificadas.

Outro fato importante de ser mencionado aconteceu durante a realizacdo deste
estudo. Para algumas amostras que foram utilizadas o flagelo da antena, extraida em campo,
com a abelha ainda viva, e conservada em alcool absoluto, como material para a extragédo de
DNA, os resultados das amplificacbes via PCR mostraram-se negativos. No entanto, para
outras amostras em que o0 material a ser extraido também foi o flagelo da antena conservada
em &lcool absoluto, porém extraida da abelha morta, em laboratério, os resultados das
reacbes de amplificacdo foram positivos. Este fato sugere que alguma interferéncia ocorre

quando parte da antena é retirada do espécime ainda vivo, o que implica reavaliar qual
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metodologia de coleta deva ser a mais adequada para que os resultados desejados sejam
obtidos.

Gould et. al. (2011) realizaram um estudo objetivando encontrar a melhor metodologia
para a extracdo de DNA de abelhas, que resultassem em material com qualidade suficiente
para se realizar as amplificacbes via PCR, também utilizando pouco material genético
(pedacos das asas). Contudo, o material utilizado nestas metodologias foi proveniente de
abelhas mortas, conservadas a — 80°C. Nao foi especificado se estas metodologias teriam a
mesma eficiéncia se empregadas em abelhas vivas e, por consequéncia, o grau de
interferéncia que a mesma teria nas atividades dessas abelhas.

A importancia de se ter uma metodologia padrdo de coleta é evidente em estudos que
associam comportamento, ecologia e genética, quando o material bioldgico a ser utilizado nas
analises genéticas possivel de ser coletado é escasso, de forma a manter o espécime vivo e
sem prejudicar suas atividades, respeitando os outros objetivos do estudo. Ainda nao foi
chegada a alguma conclusdo sobre a metodologia mais adequada, porém as

experimentagfes continuardo a ser realizadas apés o término deste trabalho.

4.3 DNA mitocondrial

Os alinhamentos e as redes de haplétipos construidas para 0s genes mitocondriais
cytb e COIl demonstraram a existéncia de varios haplétipos mitocondriais nas amostras que
foram coletadas na area principal do estudo (area 1), em Jodo Pessoa (JoaoPessoaPB). Esses
dados sugerem que a colonizacao (fundacbes dos ninhos) nessa area foi realizada por
diferentes linhagens maternas.

Estes dados permitem dizer que a colonizacdo da area foi realizada por diferentes
linhagens maternas, ou seja, um grupo de fémeas ndo aparentadas, contradizendo assim a
hipotese deste trabalho. Esta hipotese, de que a colonizagdo de uma area é feita por um
namero reduzido de fémeas, esta sendo confirmada em vérias espécies de abelhas da tribo
Meliponini (FERREIRA, 2011; FERNANDES et al., 2011). Contudo, as espécies estudadas
por Ferreira (2011) e Fernandes et al. (2011) (Partamona helleri e Partamona seridoensis,
respectivamente) sdo abelhas de pequeno tamanho corpéreo e que formam coldénias com
cerca de 1000 a 1500 individuos, o que pode estar relacionado com a forte tendéncia
filopatrica observada nesses estudos, diferentemente do que foi observado para C. flavifrons,
gue possui tamanho corpéreo consideravelmente maior e comportamento solitario.

No entanto, vale ressaltar que dados preliminares produzidos no LGEH- UFSCar

indicaram que a colonizacdo de uma area do Campus USP de Ribeirdo Preto foi realizada por
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uma unica linhagem materna de Centris analis (SILVA, 2010), ao contrario do que 0s
resultados para C. flavifrons demonstraram. Ao estudar o gene COI dessa espécie, Silva
(2010) ndo observou diferenca entre as amostras estudadas, contudo, de acordo com o
presente estudo sobre C. flavifrons, p6de-se observar que apenas o gene COI talvez nao seja
um marcador muito informativo, quando comparado com o gene cytb, apesar do menor
namero de amostras sequenciadas para COI, pois algumas amostras sequienciadas para
ambos os genes foram agrupadas ou apresentaram o mesmo haplétipo na rede construida
para COIl, enquanto que, para cytb, elas foram agrupadas separadamente ou apresentaram
substituicBes nucleotidicas que as diferenciaram. Portanto, os dados obtidos neste trabalho
parecem indicar que a colonizagcdo de areas por espécies de Centris pode ocorrer por

mecanismos diversos.

Os dados de campo sobre a biologia e o comportamento de nidificacao de C. flavifrons
obtidos neste estudo sugerem uma tendéncia filopatrica na espécie, uma vez que, na area de
estudo, os seus ninhos formam uma agregacéo. Este fato também foi observado nos estudos
de Régo et al. (2006). A construcdo de ninhos de forma agregada € comum em muitos grupos
de abelhas que nidificam no solo e sendo resultante da tendéncia filopatrica (MICHENER,
1974, 2007)

Outros dados de campo do presente estudo também reforcam a existéncia da
filopatria: muitas fémeas marcadas na area de estudo foram reavistadas fazendo mais de um
ninho na mesma area; muitas abelhas fundaram seus novos ninhos proximos aos seus ninhos
antigos; comportamento de “disputa do territério”, caracterizados por v6os agonisticos entre
fémeas que nidificavam préximas umas das outras.

Além disso, sdo duas as caracteristicas principais que determinam a permanéncia e a
estrutura das comunidades de abelhas em um ambiente: os caracteres florais e a
disponibilidade de locais para a nidificacdo (POTTS et al., 2005). A diminuicdo de ambientes
naturais, em conseqiiéncia do continuo crescimento da populacdo humana, tem levado
inGmeras espécies a habitar areas urbanizadas. Lopez-Uribe et al. (2008), ao estudar abelhas
da tribo Euglossini, demonstraram que muitas espécies sdo ainda mais abundantes nas
cidades do que em ambientes conservados, devido a maior disponibilidade de recursos o ano
inteiro (devido ao cultivo de muitas espécies vegetais) e substrato para nidificacdo. E possivel
que a permanéncia dessas abelhas e, neste caso, de C. flavifrons, em ambientes urbanizados
também se deva a uma possivel tendéncia filopétrica.

Contudo, os dados aqui apresentados ndo séo conclusivos sobre filopatria para a C.
flavifrons, uma vez que os dados genéticos afirmam a colonizacdo de uma area por Vvarias
linhagens maternas, enquanto os dados comportamentais sugerem a filopatria. E preciso

considerar a filopatria sob uma questédo conceitual, uma vez que a area de nidificacao da
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espécie pode ser mais ampla do que se tenha inferido, pois, mesmo tendo sido amostrada
uma agregacdo de fémeas ndo aparentadas que se agregam, essas podem ter algum
comportamento filopatrico embutido nisto. A filopatria acentuada observada por Ferreira
(2011) e Fernandes et al. (2011) resulta em uma dispersdo sexo-assimétrica para essas
espécies de Partamona, uma vez que as fémeas apenas colonizam a &rea, enquanto os
machos promovem o fluxo génico entre essas colbnias. Se considerarmos a filopatria em um
sentido mais amplo, abrangendo uma area maior de nidificacdo maior, € possivel levantar a
hip6tese de que a disperséo sexo-assimétrica pode ndo ocorrer em C. flavifrons.

No entanto, para a elucidacdo dessas questbes, estudos de campo associados a
estudos genéticos utilizando-se marcadores mitocondriais, e também nucleares (heranca
biparental), necessitam ser continuados.

Pudemos observar também que alguns haplétipos foram obtidos em amostras de mais
de uma localidade. As analises para o loco COI uniram amostras de localidades separadas
por longas distancias (até 97Km de distancia), porém, 0 mesmo nao ocorreu para cytb com
relacdo as mesmas amostras. Dessa forma, considerando a estrutura do DNA mitocondrial e

de que ambos sao herdados juntos, as amostras ndo sao aparentadas.

Algumas amostras controle, provenientes do estado de Pernambuco (as trés amostras
de Igarassu), apresentaram muitas substituicdes nucleotidicas em comparacdo com as
demais e ndo se agruparam na rede de hapl6tipos para cytb. Para este gene, este fato sugere
um novo padrdo de DNA mitocondrial, levando & suposi¢éo destas trés amostras pertencerem
a outra espécie. Vale salientar que muitas revisfes taxonémicas ao nivel de espécie tém
incluido analises de divergéncia do DNA mitocondrial. (AVISE & ZINK, 1988; BANKS et. al.
2003). No entanto, para verificacdo desta hipétese, obviamente, serdo necessarios estudos

adicionais.
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