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“Os obstaculos existem por algum motivo, ndo estao ali para nos impedir de irmos
atras de nossos sonhos. Eles existem para nos dar uma chance de mostrarmos a

forca de nossas aspiracdes.” Randy Pausch
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Resumo

Ha um interesse crescente em utilizar os servicos de polinizacdo de espécies
nativas em sistemas naturais e agroecossistemas. Entretanto, o pouco conhecimento
da diversidade e a identificagdo dos polinizadores efetivos sdo problemas a serem

superados.

As espécies de abelhas do género Centris sdo abelhas nativas, que tem sua
distribuicdo geografica Neotropical, da Argentina ao sul dos Estados Unidos. A
caracteristica mais marcante dessas abelhas é o fato de que sdo coletoras de 6leo
floral e apresentam diversas especializac6es morfolégicas e comportamentais que as
qualificam como polinizadores efetivos, importantes para manutencdo de
ecossistemas neotropicais e com grande potencial para utilizacdo na agricultura. E
essencial conhecer a biologia reprodutiva e a estrutura populacional das espécies de
abelhas para avaliacdo da viabilidade de seu uso como polinizadores e para o

desenvolvimento de estratégias de manejo.

Neste trabalho, como parte do Projeto BIOTA FAPESP (Processo 04/15801-0),
estudamos aspectos da biologia da nidificacdo, como sazonalidade, produtividade,
razdo sexual e alocacdo sexual, utilizando a estratégia de oferecer ninhos-armadilha
para nidificacdo. Estes achados foram associados a parametros genéticos (estrutura
sociogenética intranidal e estrutura genética populacional) estimados por marcadores
alozimicos revelados eletroforeticamente em géis de amido, DNA mitocondrial e

microssatélites.

Para tal, realizamos coletas em quatro cidades: Araras, Sao Carlos, Rifaina e
Ribeirdo Preto, desde setembro de 2006 até fevereiro de 2010. Nestas coletas,
obtivemos 422 ninhos fundados por espécies de Centris dentre os 2007 ninhos
coletados neste periodo e locais. Os individuos que emergiram foram estocados a -
20°C e os adultos de Centris tarsata e Centris analis foram analisados para deteccéo

de variacdo alozimica e de polimorfismos do DNA mitocondrial.



A partir dos resultados de alozimas pudemos inferir que, conforme o esperado,
a prole dos ninhos de Centris tarsata é usualmente o resultado do acasalamento de
uma fémea com um macho. Os resultados obtidos em Centris analis utilizando
alozimas como marcador ndo foram conclusivos, pois a populacdo analisada nao

apresentou variantes eletroforéticas geneticamente determinadas.

Em relacédo a biologia de nidificacdo, foram confirmados os dados da literatura
quanto a sazonalidade das duas espécies. Gracas ao acompanhamento da atividade
de nidificacéo realizada por uma populacdo de Centris analis durante um ano inteiro
de 2009, foi possivel observar diferencas significativas ao longo dos meses,
principalmente na razéo sexual. Essas informacfes serdo Uteis para o delineamento

de estratégias de manejo de ninhos-armadilha em estudos futuros.



Abstract

There is an increasing interest in the services of pollination offered by the bees
in natural systems and crops. However, the poor knowledgement of the diversity and
the identification of the effective pollinators are problems to be surpassed.

Bees of the genus Centris are native of the Neotropical region and are
distributed from Argentina to the southern United States. The most striking feature of
these bees is the fact that they collect floral oils, exhibiting many morphological and
behavioral adaptations that qualify them as effective pollinators of neotropical
ecosystems. So, it is essential to understand the reproductive biology and the
population structure of the species of bees for evaluation of the viability of their use as
pollinators and for the development of handling strategies.

In this work, as part of the Project BIOTA FAPESP (Process 04/15801-0), we
studied aspects of the nesting biology such as seasonality, productivity, sexual ratio
and sex allocation, using the strategy to offer nest-traps for nest building. These
findings were associated to genetic analysis (intranidal sociogenetic structure and
population genetic structure) conducted with allozymes, and mitochondrial and nuclear
(microsatellite) markers.

Samples were collected in four cities: Araras, Sao Carlos, Rifaina and Ribeirdo
Preto, from September 2006 until February 2010. From these samples, we collected
422 nests founded by Centris females. Individuals that emerged were stored at -20°C
until DNA extraction and adults of Centris analis and Centris tarsata were analyzed for
detention of allozymic and mitochondrial variation.

As expected, the allozymes showed that the Centris tarsata offsprings are
usually the result of a single mating by the female. The results of Centris analis using
allozymes markers were not conclusive, because this marker showed no
electrophoretic variants in this population. Data from the nesting biology corroborated
the literature concerning the seasonality of both species. The observation of nesting
activity of Centris analis during a year enabled us to observe significant differences
over the months, mainly in the sex ratio. Information obtained in this work will be

useful to outline strategies for management of trap nests in future studies.
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1. Introducéo

A classe Hexapoda ou, mais especificamente, os insetos tiveram sua origem
ha 400 milhdes de anos, sendo provavelmente os primeiros animais terrestres. Tais
animais ndo s6 sdo o0s primeiros, mas 0s que apresentam maior diversidade entre 0s
seres vivos. Toda essa diversidade faz com que esse tdxon tenha uma ecologia
muito diversa e ocupe os mais diversos habitats, dominando as redes troficas em
grande numero e volume (GRIMALDI & ENGEL 2005). Essas caracteristicas tornam
0s insetos muito bem sucedidos, pois 0 sucesso de um grupo pode ser mensurado
tanto por sua quantidade de organismos, quanto pela quantidade de espécies;

nesses dois quesitos, nenhum outro grupo supera os insetos (GILLOTT 2005).

A importancia dos insetos ndo se restringe aos ecossistemas naturais, pois 0s
mesmos tém grande influéncia sobre nossa sociedade, principalmente na agricultura
(como polinizadores ou pragas), na industria farmacéutica (como vetores de
doencas: febre amarela, malaria) (GULLAN & CRASTON 2005). Os insetos séo
o0timos organismos modelo para as ciéncias no estudo de diversos processos
biolégicos, e ainda assim, com tantas utilidades e influéncia, grande parte dos
insetos é desconhecida pelo homem (GULLAN & CRASTON 2005).

Atualmente contamos com aproximadamente um milhdo de espécies
descritas (hnomeadas) (RESH & CARDE 2003). Contudo, as estimativas existentes
diferem muito; ha as que chegam a valores de dois milhées, como a de Hodkinson &
Casson (1991) até as que estimam 8,5 milhées de insetos, como Stork (1996). De
toda essa diversidade, a maior parte se agrupa nas ordens hiperdiversas, também
chamadas de “big four”’, que sédo Coleoptera, Diptera, Hymenoptera e Lepidoptera
que, juntas, compreendem mais de 900.000 espécies descritas (GRIMALDI &
ENGEL 2005).

Todo esse sucesso deve-se, provavelmente, a caracteristicas que 0s
possibilitaram a exploracdo de novos nichos, ja que essas quatro ordens possuem
holometabolia. Entretanto, existem algumas controvérsias se somente o fato de
possuir larva poderia ser a principal causa de tamanho sucesso (GRIMALDI &

ENGEL 2005). Das quatro grandes ordens, uma das mais estudadas principalmente
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devido ao grande impacto causado na economia por suas espécies é a Ordem

Hymenoptera.

A ordem Hymenoptera é, além dos Strepsitera, a ordem que apresenta
maiores dificuldades de se encaixar na filogenia dos insetos, ja que possui varias
caracteristicas primitivas, associadas a diversas autapomorfias, o que dificulta saber
a qual taxon seria mais relacionada. Apesar de sua grande diversidade, estimada
entre 600.000 a 1.200.000 (GRIMALDI & ENGEL 2005), e superestimada por alguns
autores em até 2,5 milh6es de espécies (STORK 1996), € uma das ordens mais
recentes, tendo sua origem ha, aproximadamente, 230 milh6es de anos, sendo o
féssil mais antigo relacionado aos himendépteros um xiliideo primitivo do Triassico
(GRIMALDI & ENGEL 2005).

Esse grande tdxon possui algumas caracteristicas distintivas, das quais uma
das mais importantes é o mecanismo de determinacdo do sexo, ja que todos o0s
himendpteros sdo haplodipléides, sendo os machos haploides, formados por
partenogénese arrenétoca, ou seja, pela postura de um ovo nao fecundado
(contendo apenas um conjunto cromossémico da mae), e as fémeas diplbides,
originadas a partir de ovos fecundados (GULLAN & CRASTON 2005) (FIGURA 1). A
partir desse mecanismo de determinacdo sexual, € possivel para as fémeas dos
himenopteros o controle da razdo sexual de sua prole, tornando esse aspecto
importante de ser estudado, principalmente quando se estuda a biologia de
nidificacdo. Por conta deste mecanismo de determinacdo do sexo ser, em algumas
espécies, o resultado da acdo de um uUnico gene, 0 gene csd, que determina a
formacdo em heterozigose de fémeas e em hemizigose de machos, é relatada a
existéncia de machos diploides (“fémeas” homozigotas) em diversas espécies
(WILGENBURG et al. 2006). A forma que esse sistema de determinacdo genética
funciona nos himendpteros ainda ndo é totalmente esclarecida e nem como ocorre a

complementacao dos alelos do gene em questédo (BEYE 2004).
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FIGURA 1. Esquema da partenogénese arrenétoca com a ploidia de machos e

fémeas.

A diferenca nos niveis de fertiidade e de sociabilidade em grupos de
himendpteros também é uma caracteristica marcante dessa ordem, ja que ocorrem
desde espécies solitarias até espécies eussociais, como as formigas e algumas
espécies de abelhas e vespas, que apresentam divisdo de trabalho e sobreposicéo
de geracbes. Nos diferentes niveis de organizacédo social € possivel ver diferencas
também na fertilidade das fémeas e, nos casos de eussocialidade, as rainhas séo
superférteis e responsaveis pela reproducdo de toda a colénia (GULLAN E
CRASTON 2005).

1.1 Sistemética de Hymenoptera e a Tribo Centridini

Este tdxon é composto por duas subordens, Symphyta e Apocrita, que
apresentam uma diversidade de espécies maior do que as abelhas, formigas e

vespas que geralmente sdo os Himenoptera conhecidos pelos leigos.

A subordem Apocrita € disposta em: Parasitica e Aculeata, sendo Parasitica
formado por espécies parasitdides, enquanto Aculeata agrupa todas as espécies
capazes de ferroar (GAULD & BOLTON 1996). A hipotese mais aceita atualmente
sobre a filogenia de Aculeata foi proposta por Brothers (1999) a partir de caracteres

morfoldgicos (Figura 2).

O grupo Aculeata € formado pelas superfamilias Chrysidoidea, Vespoidea e
Apoidea, sendo a superfamilia Apoidea caracterizada pela constricdo abdominal

(cintura) e auséncia de pernas na fase larval. Esta superfamilia € um grupo
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monofilético formado pelos Apiformes e Esfeciformes (MELO 2000). O clado dos
Apiformes corresponde ao grupo monofilético das abelhas, uma grande familia que
possui cerca de 30.000 representantes que fornecem pdlen e néctar a progénie
(GAULD & BOLTON 1996).
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FIGURA 2. Filogenia das familias de Aculeata (BROTHERS 1999), obtida a partir
de caracteres morfolégicos.

E no interior deste clado que esta inclusa a tribo Centridini, um grupo
monofilético proximo aos corbiculados, sendo comumente usado como grupo irmao
do mesmo, como visto na Figura 3, retirada de Cameron & Mardulyn (2001). A tribo é

constituida de, aproximadamente, 167 espécies de abelhas agrupadas nos géneros
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Centris e Epicharis (MICHENER 2000, SILVEIRA et al. 2002). S&o abelhas solitarias
cujas fémeas sdo especializadas na coleta de Oleos florais. O género Centris
Fabricius 1804 agrupa 69 espécies (SILVEIRA et al. 2002) em 12 subgéneros de
distribuicdo Neotropical, da Argentina e Bolivia ao sul dos Estados Unidos. S&o
observadas em varios dominios fitogeograficos do Brasil, como a caatinga (AGUIAR &
GAROFALO 2004), cerrado (GAROFALO 2000), floresta estacional semi-decidua
(AGUIAR & GAROFALO 2004), incluindo ainda registros na Amazénia central
(MORATO et al.1999).
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_._WEE Apis nig. Apini
7 Apis dor. |
—— Bombus avi, |
547 102 986 Bombus pen. Bombini
10 Bombus ter.  _|
73 — Melipona =
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95 —— Trigona AR iR
293 7 — Legtrimelitta Meliponini
—— Tetragona
b Partamona —
54 45 Eufriesea
100 3 3 Eﬁfaeéﬁ'rtg Euglossini
25 Euglossa
Melissodes
—E Anthophora
Habropoda
Xylocopa
—L Centris

FIGURA 3. Arvore dos corbiculados baseada em caracteres genéticos e morfoldgicos,
mostrando a relacdo de Centris com o grupo (CAMERON & MARDULYN 2001)

As abelhas do género Centris apresentam diversas caracteristicas morfologicas
que as tornam insetos especializados em polinizagdo (FIGURA 4). Entre tais
caracteres, destaca-se o0 longo comprimento da glossa que as fazem capazes de
alcancar o pdlen e o néctar de plantas que possuem flores com tubo floral longo -
Apocynaceae, Bignoniaceae, Boraginaceae, Convolvulaceae, Orchidaceae,
Pontederiaceae, Rubiaceae e Solanacea (SCHLINDWEIN 2000). O tamanho corporal,

meédio ou grande, apresentado por algumas espécies, permite que tais insetos voem
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longas distancias, favorecendo os organismos vegetais que apresentam floracdo em

massa, impedindo a ocorréncia de geitonogamia e autogamia (SCHLINDWEIN 2000).

Além das caracteristicas morfologicas, essas abelhas apresentam
comportamentos que favorecem a polinizagdo, como a coleta de pdlen por vibracédo
(BUCHMANN 1983), caracteristica rara entre as espécies de abelhas, que permite o
acesso ao polen em anteras poricidas (SCHLINDWEIN 2000). Devemos considerar
também que estas abelhas sao poliléticas, pois coletam pélen de varias espécies
vegetais (SCHLINDWEIN 2000). O estudo de Aguiar et al. (2003) relata mais de 24

familias de plantas visitadas por espécies de Centris.

FIGURA 4. Espécime de Centris sp em flor de Malpighiaceae

Entretanto, a caracteristica mais singular desse taxon € relacionada a coleta de
Oleos florais pelas fémeas, uma caracteristica primeiramente verificada por Steafen
Vogel, na década de 60. Estes Oleos sdo utilizados por tais abelhas para
impermeabilizar seus ninhos ou alimentar suas larvas (SCHLINDWEIN 2000). A
coleta € realizada e os Oleos transportados em pentes especiais, as escopas,
localizados nas pernas das fémeas, tornando estas abelhas as responsaveis pela
polinizacdo de plantas oleiferas, como as Malpighiaceae (FREITAS et al. 1999) e
Scrophulridae (VOGEL & MACHADO 1991), além de mais seis familias de plantas

qgue produzem Oleo floral - Cucurbitaceae, Iridaceae, Krameriaceae, Orchidaceae,
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Primulaceae e Solanaceae (STEINER & WHITEHEAD 1988). Este oOleo é
disponibilizado nos elaiéforos (FIGURA 5).

FIGURA 5. Elai6foros de Malpighiaceae (COSTA et al. 2006)

Outra caracteristica marcante do género Centris é a variedade das formas de
nidificagdo. A maioria das espécies constréi seus ninhos no solo (COVILLE et al.
1983). No entanto, alguns subgéneros - Hemisiella Moure 1945, Heterocentris
Cockerell 1899 e Xanthemisia Moure 1945 - constroem seus ninhos em cavidades
preexistentes (COVILLE et al.1983), incluindo ninhos-armadilha (FRANKIE et al.1988,
CAMILLO et al.1995, JESUS & GAROFALO 2000, GAROFALO 2000, VIANA et al.
2001, AGUIAR & MARTINS 2003, AGUIAR & GAROFALO 2004), tornando tais
armadilhas formas eficientes de captura dessas abelhas. Na bibliografia disponivel,
foram encontradas diversas espécies de Centris que nidificaram em ninhos armadilha,
sendo a maioria de Centris (Hemisiella) tarsata Smith (SILVA et al. 2001, MADEIRA-
DA-SILVA & MARTINS 2006). As comunidades de abelhas tém sido estudadas por
varios métodos, principalmente pela coleta nas flores com redes entomoldgicas
(SILVEIRA et al. 2002). Entre os métodos alternativos, inclui-se o de ninhos armadilha
(= NA) que consiste na oferta de cavidades artificiais. Abelhas que utilizam cavidades
preexistentes, ou seja, que ndo escavam 0 substrato para construir o ninho ocupam
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estas cavidades para nidificar. Devido a eficacia deste método de amostragem, os NA
revelaram-se muito Uteis para inventariar e comparar a diversidade de abelhas
solitarias em determinadas areas (CAMILLO et al. 1995, VIANA et al. 2001, AGUIAR
& MARTINS 2002), para obtencdo de dados bioldégicos sobre espécies mais
abundantes (PEREIRA et al. 1999, JESUS & GAROFALO 2000, ALVES-DOS-
SANTOS et al. 2002, AGUIAR & GAROFALO 2004) e para avaliar alteracbes da
qualidade ambiental e efeitos da fragmentacdo (TSCHARNKE et al. 1998, MORATO
& CAMPOS 2000, STEFFAN-DEWENTER 2002). No Brasil, mais de 50 espécies de
abelhas ja foram amostradas utilizando este tipo de estratégia, das quais nove
espécies de Centris (GAROFALO et al. 2004).

As informac0des sobre a biologia de nidificacdo de Centris sao recentes (VIANA
et al.2001, SILVA et al. 2001, AGUIAR & MARTINS 2002, AGUIAR & GAROFALO
2004). Os dados indicam a presenca de trés ou quatro geragdes durante o ano, que
ocorrem durante a estacdo chuvosa (AGUIAR & GAROFALO 2004). Contudo, a
estrutura sociogenética dos ninhos das espécies que ocorrem no Brasil é
desconhecida. A falta destas informac¢des em grupo tdo importante de polinizadores
requer esforcos na busca de marcadores para o estabelecimento de parametros
genéticos do grupo. Sao objeto deste estudo duas espécies de Centris que possuem
grande representatividade no Brasil, sendo espécies bem amostradas em ninhos-

armadilha, Centris (Hemisiella) tarsata e Centris (Heterocentris) analis.

1.2. Importancia das abelhas

Hé indicios de que o surgimento das abelhas tenha ocorrido pouco depois do
aparecimento das fanerégamas ha 140 - 135 milhées de anos (CRANE et al. 1995),
sendo o féssil mais antigo de abelha (Melittosphex burmensis) datado do inicio do
Cretaceo (POINAR & DANFORTH 2006). Especula-se que o crescimento da oferta
de néctar e pélen tenha sido o principal fator que permitiu a mudanca nas abelhas
do habito predatorio, presente nos ancestrais e ainda hoje nas vespas, para o de
coleta de produtos florais. Cerca de 85% das 250.000 espécies descritas de
Angiospermas depende de polinizadores (GRIMALD & ENGEL 2005) e, segundo
Klein (2007), 35% das culturas de alimentos do mundo necessitam de animais como

mediadores da polinizacéo.
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As abelhas compdem o grupo mais importante de polinizadores, uma vez que
suas espécies, exceto as cleptoparasitas, sdo visitantes obrigatorios das flores
(ROUBIK 1989). Nos Estados Unidos, o servico ambiental de Apis melifera como
polinizador esta estimado entre 5 a 6 bilhdes de dolares (GULLAN & CRASTON
2005). Por esta razao, as abelhas sao consideradas espécies-chave de ecossistemas

tropicais e agroecossistemas (KLEIN et al. 2003).

Este importante papel na polinizacdo faz de espécies, como aquelas de
Centridini, organismos-chave na manutencdo de ecossistemas tropicais
(SCLHINDWEIN 2000). As espécies nativas apresentam um potencial de polinizacdo
maior do que espécies introduzidas, ja que um local com grande riqueza e diversidade
de espécies apresenta uma maior efetividade da sua polinizacdo; portanto, o nicho
ocupado por diversas abelhas ndo pode ser substituido por uma espécie ou mesmo
por algumas delas (HOEHN et al 2008). Contudo, ndo é sO na polinizacdo de
ambientes naturais que essas abelhas apresentam bom desempenho. Diversos
estudos foram realizados utilizando esses insetos na polinizacdo de plantas de
interesse comercial, como a acerola, caju e tomate (FREITAS et al. 1999, OLIVEIRA
& SCHLINDWEIN 2003), visando o estabelecimento de uma agricultura mais rentavel

e sustentavel.

Apesar de sua inegavel importancia, uma das maiores dificuldades para a
manutencdo e conservacdo das abelhas é o desconhecimento de sua biologia,
principalmente das espécies solitarias, ainda que estas correspondam a 85% da
fauna de abelhas nativas brasileiras. Por esta raz&o, estudos sobre a interacdo destes
insetos com o meio ambiente sdo requeridos para se conhecer os meios de conserva-
los (ELLIS et al. 2006).

Nas ultimas décadas tem sido descrita uma diminuicdo das populacdes de
abelhas como resultado da ruptura dos sistemas de polinizagdo resultante de
atividades humanas, como a fragmentacéo de habitats e uso de defensivos agricolas.
No entanto, ndo ha total concordancia a respeito desta reducdo (CANE 2001,
ROUBIK 2001).

Importa ainda investigar como estas espécies se comportam em ambientes
urbanos, ja que com a fragmentacdo dos ambientes florestais, as cidades tém se

tornado reflugio de varias espécies animais que tém expandido e, muitas vezes,
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transferido seu habitat para as cidades. Diversos grupos taxonémicos fazem do
ambiente urbano seu habitat — estudos realizados retratam a utilizacdo desses
ambientes por artropodes e morcegos, entre outros (KURTA & TERAMINO 1992,
GILLESPIE & RODERICK 2002). As pesquisas realizadas em ecossistemas urbanos
podem prover dados ecoldgicos sobre os bons e maus aspectos da urbanizacgao,
ajudando a diminuir os danos as espécies que vivem nas cidades e até mesmo ao
homem (NIEMELLA 1999). O conhecimento da biologia das abelhas de ambientes
alterados é de extrema importancia, principalmente para abelhas nativas, pouco

conhecidas, como é o caso de abelhas da tribo Centridini, alvo do presente estudo.
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2. Objetivo e Justificativa

Neste trabalho, como parte do Projeto BIOTA FAPESP (Processo 04/15801-0),
estudamos aspectos da biologia das populacbes principalmente relacionados a
nidificacdo e a estrutura genética das populacdes presentes em ambientes urbanos.
O estudo da genética da conservacao ja ocorre ha algumas décadas (FRANKEL &
SOULE, 1981), mas maior atencéo precisa ser dada & influéncia do potencial genético
sobre o declinio dos polinizadores, sendo que uma das dificuldades para a
manutencao e conservacao das abelhas é o desconhecimento da biologia da maioria
das espécies. Portanto, este trabalho tem como objetivo elucidar as seguintes

guestdes:
)] Qual a estrutura sociogenética intranidal das espécies de Centris
(Heterocentris) analis e Centris (Hemisiella) tarsata?
1)) Como é a biologia de nidificacdo das espécies Centris (Heterocentris)

analis e Centris (Hemisiella) tarsata?
i) Como ocorre a colonizacdo de uma area por Centris (Heterocentris)

analis e Centris (Hemisiella) tarsata?

Dados sobre espécies de abelhas solitarias tdo pouco conhecidas em sua
biologia e genética poderdo ser relevantes para a definicdo de planos de manejo e
conservacdo das mesmas em seu ambiente natural, nas cidades e nos ambientes
de sistemas agricolas. Estes dados poderéo, no futuro, auxiliar a implementacao de
uma agricultura mais sustentavel e o estabelecimento de sistemas agroecolédgicos
de culturas, bem como subsidiarem a elaboracdo do plano gestor da paisagem

urbanistica dos municipios
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3. Material e Métodos

3.1. Material

Centris (Heterocentris) analis - Espécie descrita por Fabricius em 1804, sua

distribuicdo vai desde o México até o Brasil (FIGURA 6). Como outras espécies do
mesmo subgénero, essa espécie nidifica em cavidades preexistentes, podendo
nidificar em ninhos abandonados de Sceliphron e de Melitoma e em ninhos-armadilha,

como ja anteriormente referido.

&
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FIGURA 6. Em azul claro, areas de ocorréncia de Centris analis, segundo o catalogo

de abelhas Moure.

Centris (Hemisiella) tarsata - Centris (Hemisiella) tarsata Smith, 1874 apresenta

registros somente em territorio brasileiro que indicam sua ocorréncia nos estados do
Para, Maranhdo, Piaui, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, S&o

Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias. As
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referéncias contidas no catalogo Moure (FIGURA 7) néo incluem todas as localidades
descritas na literatura para a ocorréncia da espécie. Como ocorre com 0 subgénero
Heterocentris, o subgénero Hemisiella também é caracterizado por suas espécies
nidificarem em cavidades pré-existentes, podendo também ser coletadas através de
ninhos-armadilha.

FIGURA 7. Em azul claro, areas de ocorréncia de Centris tarsata, segundo o catalogo

de abelhas Moure.

3.2. Areas de estudo

A amostragem para biologia de nidificacéo foi realizada em quatro municipios
do Estado de S&o Paulo: Araras (campus da Universidade Federal de Sao Carlos)
(FIGURA 8), Rifaina (Fazenda Rio Branco) (FIGURA 9), Sédo Carlos (campus da
Universidade Federal de S&o Carlos) (FIGURA 10) e (Fazenda Canchim da
EMBRAPA Pecuaria Sudeste) e Ribeirdo Preto (campus da Universidade de Sao
Paulo) (FIGURA 11).
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Essas localidades, de acordo com o Sistema Internacional de Koéppen

apresentam a classificacdo climatica de acordo com a tabela abaixo (TABELA 1):

TABELA 1- Caracteristicas climaticas das cidades em que foram realizadas

coletas de ninhos de Centris analis e Centris tarsata estabelecidos em ninhos-

armadilha.

Cidade Tipo Altitude Temperatura Pluviosidade Localizacao
climatico Média Média Média geografica

Araras Cwa 620m 21.6°C 1384.5mm 22°18’S,

47°22°W

Ribeirdo Preto Aw 531m 23.2°C 1422.5mm 21°12°S,

47°48'W

Rifaina Aw 575m 23.2°C 1531.6mm 20°00’S,

47°27'W

Sao Carlos 830m 21.2°C 1422.8mm 22°01’S,

47°53'W

Aw: tropical, com uma estacéo, quente e chuvosa, estendendo-se de setembro a abril; e uma estagéo
fria e seca, estendendo-se de maio a agosto.

Cwa: subtropical umido, com uma estac¢éo fria e seca e uma quente e chuvosa

Em todas as localidades, as vegetacdes sdo heterogéneas e ha forte acao

antropica, com a presenca de culturas e espécies exoticas.
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FIGURA 8. Sitios de coleta de ninhos de Centris analis e Centris tarsata no campus

UFSCar de Araras, em Araras.

FIGURA 9. Sitios de coleta de ninhos de Centris analis e Centris tarsata na Fazenda

Rio Branco, em Rifaina.
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FIGURA 10. Sitios de coleta de ninhos de Centris analis e Centris tarsata no

campus UFSCar de Sao Carlos, em Séao Carlos.
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FIGURA 11. Sitio de coleta de ninhos de Centris analis na FFCLRP, em

Ribeirao Preto

Essas areas foram escolhidas apGs observacado de nidificac6es de Centris em
ninhos-armadilha dispostos para coleta de vespas do género Trypoxylon, um dos

projetos em desenvolvimento no Laborat6rio de Genética Evolutiva de Himendpteros,
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ou gracas ao conhecimento prévio de atividade de nidificacdo por fémeas de Centris
na area, como ocorreu em Ribeirdo Preto. Amostras de ninhos de outras localidades,
coletadas por pesquisadores colaboradores, foram requisitadas e fazem parte do
acervo de amostras de ninhos de Centris tarsata e Centris analis que dispomos para
analises genéticas (TABELA 2).

TABELA 2- Localidades e numero de amostras de Centris analis e Centris tarsata de

outras regides do Brasil.

Localidade Colaborador C.tarsata C.analis
Joéo Pessoa, PB Dr. Celso Martins Feitosa 8 23
Londrina, PR Dra. Silvia H. Sofia 4 0
Telem Borda, PR Dra. Silvia H. Sofia 3 0
Salvador, BA Dra. Candida Aguiar 0 5
Ibiraba, BA Dra. Candida Aguiar 9 0
Uberlandia, MG Dra. Solange Augusto 4 4
S&o0 Sebastido, SP Dra. Isabel A. dos Santos 4 0
Campos dos Goytacazes, RJ  Dra. Maria C. Gaglianone 5 5

3.3. Estratégia de amostragem para Biologia de Nidificacéo

Dadas as vantagens da utilizacdo de ninhos-armadilha, os ninhos foram
coletados por meio de ninhos armadilha confeccionados com papel colorset preto em
dois tamanhos - tubo grande (10.5 x 0.8 cm) e tubo pequeno (6.0 x 0,6 cm). Os tubos
foram confeccionados com técnica semelhante a descrita por Camillo (1995). Os
cilindros séao fechados com fita adesiva e tém uma das extremidades fechada com um
pedaco de “colorset”. Como ninhos armadilha foram utilizados também gomos de

bambu, com comprimentos e diametros variados. Os ninhos de bambu foram
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agrupados com barbante, enquanto os de colorset foram colocados em suportes

retangulares de madeira de 30 x 11 x 4,5 cm, com 55 orificios cada (FIGURA 12).

FIGURA 12. Ninhos-armadilha de “colorset” em bloco de madeira e em bambus

A checagem dos ninhos armadilha foi realizada uma vez por més nos locais
mais distantes e diariamente no campus da USP - Ribeirdo Preto. Os tubos ocupados
foram retirados e substituidos por novos. Os ninhos de “colorset” fundados foram
levados ao laboratério e tiveram sua abertura disposta no interior de tubo de ensaio,
para evitar o escape dos adultos ao emergirem, enquanto os gomos de bambu tiveram

a abertura obstruida por uma tela plastica presa com elastico (FIGURA 13).
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FIGURA 13.Formas de armazenamento no laboratério de ninhos-armadilha de

“colorset” e bambu

Apoés a emergéncia dos adultos, eles foram pesados em balanca de precisdo

(0,1 mg) para estimar alocagédo sexual e sexados para determinacdo da razao sexual.
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Apoés a emergéncia de todos os individuos de um ninho, os ninhos de bambu tiveram
seu diametro e comprimento determinados, pois esses apresentavam diferencas de
medidas. O nimero de células que compunha tanto os ninhos construidos em bambu,
quanto os ninhos em “colorset” foi mensurado. A emergéncia de parasitéides
(cleptoparasitas) e a ndo emergéncia foram computadas. Depois de realizadas as
mensuracdes, os adultos foram estocados a -20°C para as andlises genéticas. Os
ninhos de C.analis que foram construidos em Ribeirdo Preto foram observados
diariamente e, além de quantificar os ninhos que eram terminados, quantificamos
também o numero de fémeas e machos que dormiam nos ninhos-armadilha
desocupados. O tempo que as fémeas levavam para aprovisionar os ninhos também
foi registrado. Contudo, ndo estocamos todos os individuos para as analises
genéticas, para nao prejudicar a populacéo que nidifica nesta area ha alguns anos.

3.4. Andlise genética

Como marcadores genéticos, foram utilizados variantes eletroforéticas de
proteinas (alozimas), sequéncias de genes mitocondriais (citocromo b e COIl) e locos
microssatélites, que ainda necessitam do desenvolvimento de primers especificos

para C. analis e C. tarsata.

3.4.1. Alozimas

A técnica utilizada foi a eletroforese no sentido horizontal em gel de amido de
milho (Penetrose 30™-:, Corn Brazil) a 14%, preparados em diferentes sistemas de
tampéo. Os padrdes de diferentes enzimas foram estabelecidos (TABELA 2). Extratos
de toérax/cabeca de cada individuo foram preparados em tubos Eppendorf contendo
150 ul de 2-mercaptoetanol 0.2% v/v como solu¢cdo homogeneizadora, com auxilio de
bastdo de vidro. Posteriormente, este material foi centrifugado a 4.000 g, por 15
minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram absorvidos em papel Whatman n°® 3 (5x7mm)

e aplicados no gel.
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TABELA 3 - Sistemas enzimaticos analisados eletroforeticamente em amostras de

Centris ssp. (machos e fémeas adultos) para detec¢éo de polimorfismos genéticos.

Enzima Abreviacdes

(Enzyme Commission Number) Enzima Loco Tampéao'
Aconitase (4.2.1.3) AC Ac-1, Ac-2 TC
Adenilato quinase (2.7.1.20) AK Ak TC8
Aldolase (4.1.2.13) ALD Ald-2,Ald-2 TC
Esterase (3.1.1.1) EST Est-1 — Est-4 TC
Fosfatase acida (3.1.3.2) ACP Acp TC
Fumarase (4.2.1.2) FUM Fum TC
Glucose-6-fosfato desidrogenase (1.1.1.49) G6PDH G6pdh TC-NADP
Glucose fosfato isomerase (5.3.1.9) GPI Gpi TC8
Isocitrato desidrogenase (1.1.1.42) IDH Idh TC-NADP
Transaminase glutdmica oxaloacética (2.6.1.1) GOT Got TC
o-Glicerofosfato desidrogenase (1.1.1.8) GPDH Gpdh-1 Gpdh-2 TC8
Hexoquinase (2.7.1.1) HK Hk-1, Hk-2 TC
B-Hidroxibutirato desidrogenase (1.1.1.30) HBDH Hbdh TC8
Leucil-aminopeptidase (3.4.11.1) LAP Lap TCB
Malato desidrogenase (1.1.1.37) MDH Mdhc, Mdhm TC8
Enzima malica (1.1.1.40) ME Me TC8
Fosfoglicomutase (2.7.5.1) PGM Pgm-1 TC
Peptidases A, Be D (3.4.%) * PEP A, B, D Pep-A, Pep-D TCB
6-fosfogluconato desidrogenase (1.1.1.46) 6-PGD 6Pgd TC-NADP
Superoéxido dismutase (1.15.11) SOD Sod TCB

™TC = Tris - &cido citrico pH 7.5; TC8 = Tris — &cido citrico pH 8.0; TCB = Tris — &cido

citrico pH 8.0 + acido bdérico, pH 8.3.

TC-NADP= Tris - acido citrico pH 7,5 + NADP.Tampdes e misturas de reacao foram

preparadas de acordo com protocolos descritos em Harris & Hopkinson (1976).

*Peptidase: A = leucil-alanina; B = leucil-glicil-glicina; D = leucil-prolina
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3.4.2. DNA mitocondrial

O DNA gendmico total foi extraido das pernas ap0s maceracdo em microtubos
de 1,5 mL. A extracdo seguiu o protocolo padrdo de extracdo fenol-cloroférmio
(SAMBROOK et al. 1989). Algumas extracdes foram realizadas utilizando CTAB em

substituicdo ao SDS como detergente.

Parte do gene mitocondrial citocromo B (cyt B) foi amplificada por PCR em 35
ciclos de amplificacdo (94°C por 30 seg; 54°C por 15 seg; 72°C por 1 min). Cada
reacao foi preparada com 2,5uL de dNTPs 100 mM, 1,25 pL de MgCI2 50 mM, 2,5 uL
de tampdo Biotools10x, 0.5 yM de cada oligo (R e F) a 12,5 uM, 1 uL de Tag DNA
polimerase (Biotools, 1 U/uL), 1 uL de DNA extraido e agua para completar 25 uL. A
amplificacdo desta regido gendémica foi possivel com a utilizacdo de um par de oligos
iniciadores igualmente utilizado para estudo da regido homodloga de Centris inermis
(CAMERON & MARDULYN 2001), com o uso do primer CB-N-11367 5'-
ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3’ (SIMON et al. 1994).

Parte do gene COI (subunidade | da citoctomo oxidase) foi amplificada por PCR
em 40 ciclos de amplificacéo (4 ciclos: 95 °C por 30 seg; 48 °C por 30seg; 72 °C por
45s e 35 ciclos: 95 °C por 30 s; 52 °C por 30s ; 72 °C por 45s e um ultimo estagio de
72 °C por 5 minutos). Cada reacgao foi realizada em volume final de 25uL contendo
2,5uL de dNTPs 100 mM, 1,25 pyL de MgCI2 50 mM, 2,5 yL de tampao Biotools10x,
0.5 yM de cada oligo (R e F) a 12,5 uM, 1 uL de Tag DNA polimerase(Biotools, 1
U/uL), 1 uL de DNA extraido. A amplificacdo desta regiao gendmica foi possivel com a
utilizacdo do seguinte par de oligos iniciadores: primer reverse de Eulaema nigrita
5GATATTAATCCTAAAAAATGTTGAGG 3’; primer foward de Apis melifera 5
GGAGATCCAATTCTTTATCAAC 3. Para a confirmacédo do sucesso da etapa de
PCR, os fragmentos foram visualizados em géis de poliacrilamida 8% corados com

prata ou de agarose 1% corado com Gel RedTM e visualizado em luz UV.

Os produtos de amplificacdo destas regides foram purificados usando 1U de
SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, GE) e 10U de Exoll (Exonuclease |, GE) para 8uL
de DNA. A reacao de sequenciamento foi realizada em volume final contendo 3,5uL

de Save Money Buffer 2,5x, 0,5uL de Big Dye (Applied Biosystems), 1uM de Primer e
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1ul de DNA. O sequenciamento direto das cadeias forward e reverse foram realizados

em sequenciador automatico ABI 3700.

3.4.3. Andlise de seqliéncias

As sequéncias nucleotidicas dos haplétipos para a regido cyt b e COI foram
editadas usando o software CodonCode Aligner v 1.5.2 (CodonCode, Dedham,
Massachusetts, United States) e, posteriormente, alinhadas usando o editor de
sequéncias CLUSTAL X (THOMSON et al. 1997).

3.4.4. RFLP-PCR do DNA mitocondrial

A digestdo dos produtos de amplificacao foi feita em tampé&o One-for-All (GE
Healthcare) e 1U da enzima de restricdo Dral. Os padrbes de restricdo foram
visualizados em géis de poliacrilamida 12% corados com nitrato de prata. A escolha
das enzimas utilizadas na digestao foi feita através da analise da sequéncia do cyt b
de Centris inermis (Cameron & Mardulyn 2001), obtida com o uso do primer CB-N-
11367 5’-ATT ACA CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT-3’ (Simon et al. 1994).

3.4.5. Microssatélites

Os microssatélites constituem sequéncias de 2-6 pares de base repetidos em
tandem; tém como caracteristica um alto grau de polimorfismo, apresentam-se
distribuidos por todo o genoma e seus ‘alelos’ tém agdao codominante (ESTOUP et
al. 1993). O uso de marcadores moleculares com maior grau de polimorfismo, nao
codificantes, representa uma ferramenta mais poderosa para os estudos familiais e

de populacdes, razdo pela qual este tipo de marcador foi tentativamente utilizado.
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Até o momento, ndo foram descritos oligos iniciadores espécie especificos
para analise de locos microssatélites no género Centris (Fabricius 1804). Portanto,
tentativas foram realizadas para a andlise deste tipo de marcador utilizando primers
heter6logos de Melipona bicolor bicolor (PETERS et al. 1998), Scaptotrigona postica
(PAXTON et al. 1999), Trigona carbonaria (GREEN et al. 2001), Apis mellifera
(SOLIGNAC et al. 2004), Euglossa cordata (SOUZA et al. 2007) e Trypoxylon
albitarse ( ALMEIDA et al.).

Os testes de heterologia com os primers de T.albitarse Talb 02, Talb 03, Talb
05 e Talb 07 nas realizados na seguinte mistura de reacéo: 7,2 pl de H,O, 1,0 pl de
Buffer, 0,4ul de DNTP’s, 0,4 ul de MgCl,,0,4 ul de primer e 0,2 pl de Taq polimerase
(Biotools).

3.5. Andlise de Dados

3.5.1 Andlise dos dados genéticos

Com os resultados das andlises alozimicas, de microssatélites e dos haplétipos
do DNA mitocondrial, estimativas do grau de polimorfismo e o nimero de alelos por
loco puderam ser efetuados. A ocorréncia de equilibrio genético para cada loco e
populacdo foi averiguada por meio de um qui-quadrado, comparando-se as
frequéncias genotipicas observadas e esperadas segundo o modelo de Hardy-
Weinberg. Para o célculo destas estimativas foi usado o programa PopGene 3.2 (Yeh
et al. 2000). O gendtipo dos parentais foi inferido a partir dos fen6tipos alozimicos da

prole, tendo como hipétese a ocorréncia de monoginia/monandria.
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3.5.2. Andlise de dados ecoldgicos

3.5.2.1. Razao sexual (RS)

A razéo sexual estimada foi a razdo sexual secundéria, ou seja, a razdo sexual
dos individuos que emergiram, e nao a razéo sexual primaria, dos ovos ovipositados.
A razao sexual de 1:1 foi averiguada por meio de um teste de qui-quadrado, levando
em consideracdo que esta € a razdo esperada segundo Fisher (1930). Possiveis
diferengas de tamanho, levando-se em conta a massa dos individuos, entre machos e
fémeas coletados, foram comparadas por teste t, a fim de analisar juntamente com a
RS se houve desvio na alocacdo e no investimento parental entre machos e fémeas

nas duas espécies de Centris.

3.5.2.2. Sazonalidade

A presenca das espécies durante as coletas, tanto as realizadas em ninhos-
armadilhas, como aquelas realizadas em flores, nos permitiu fazer algumas predi¢cdes
sobre a sazonalidade das espécies Centris tarsata e Centris analis. Associacfes entre
0 numero de espécies coletadas e fatores abidticos, como condi¢des climaticas e
fotoperiodo, foram realizadas por meio da correlacéo linear de Pearson (BIANCHIN et
al 2006 apud STEEL et al 1997).

3.5.2.3. Desenvolvimento

Os dados dos imagos emergidos foram utilizados para mensurar caracteristicas
do desenvolvimento de Centris analis, espécie que foi acompanhada durante um ano
consecutivo. A partir desse acompanhamento, foram obtidos dados como o tempo de

desenvolvimento médio em cada més, assim como em cada estacdo do ano e
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correlacionar tais achados com os dados climaticos mediante o coeficiente de

correlacdo de Pearson
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4. Resultados

4.1. Biologia de nidificacéo

Ninhos de Centris tarsata - A coleta de ninhos foi realizada de setembro de

2006 até marco de 2009. No campus da UFSCar de Araras, as coletas foram
realizadas de setembro de 2006 até marco de 2008; no campus da USP de Ribeirdo
Preto, de fevereiro de 2009 a fevereiro de 2010; na Fazenda Rio Branco (Rifaina) de
setembro de 2006 até marco de 2008 e na Fazenda Canchim da EMBRAPA
Pecuaria Sudeste (Sao Carlos) durante o ano de 2008. Neste periodo, foram
coletados 387 ninhos-armadilha de bambu em Araras, 618 em Rifaina e 12 em Sé&o
Carlos; em Ribeirdo Preto, ndo foram dispostos ninhos de bambu para a nidificagao
de Centris (Fabricius 1804). Nos ninhos de “colorset” dos dois tamanhos, foram
amostradas 138 fundacfes em Araras e 364 em Rifaina, 374 em Ribeirdo Preto e 24
em S&o Carlos, Foram coletados 2007 ninhos ao todo, destes sendo 48 de C.tarsata
e 374 de C.analis. Entretanto, em varios ninhos ndo ocorreu emergéncia de adultos,
sendo grande a mortalidade desses individuos no laboratério e a emergéncia de
parasitas. Dos ninhos coletados de C. tarsata (FIGURA 14), emergiram 77 adultos
de um total de 124 células. A mortalidade nesses ninhos foi de 19% e em cinco
células foram encontrados parasitéides (4%) de espécies ainda ndo identificadas.
Destes ninhos, 5% dos individuos entraram em diapausa durante a estacdo seca.
Os dados de biologia de nidificacdo se restringem a C. tarsata proveniente de
Araras, pois foi desta espécie o maior niumero de nidificacbes coletadas e de

emergéncias no laboratério (TABELA 4).



44

FIGURA 14. Ninho de Centris tarsata em bambu ja aberto, mostrando claramente

cada uma das células.

TABELA 4 - Resumo dos dados de emergéncia, mortalidade e parasitismo em

Centris tarsata amostrada com ninhos armadilha (n = 32) provenientes de Araras.

Caracteres observados No. Individuos Porcentagem
Adultos emergidos 77 62.2%
Parasitoides 5 4.0%
Diapausa 6 4,8%

Sem desenvolvimento (somente

aprovisionada) 24 19.4%
Pupas mortas 6 4,8%
Adultos ndo emergidos 6 4.8%
Total de células 124 100%
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A nidificacdo de C. tarsata ocorreu de outubro/2006 a janeiro/2007 e o0s
adultos emergiram até fevereiro, observando-se claramente duas geracfes neste
periodo. As nidificagbes s6 foram observadas novamente no final de setembro,
coincidindo com o inicio da primavera e as primeiras emergéncias ocorreram ao final
de outubro. O tempo de nidificacdo variou muito entre os ninhos mantidos no
laboratorio - alguns adultos emergiram 12 dias apdés a data da coleta, enquanto
outros emergiram apés 60 dias de permanéncia no laboratério. Os individuos de um
mesmo ninho apresentaram diferenga na emergéncia de, no maximo, sete dias,
sendo que em 75% dos ninhos que ocorreram emergéncias, 0 tempo entre a

primeira e a ultima nao foi maior que trés dias (FIGURA 15 e 16).
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FIGURA 15. Ninhos de Centris tarsata estudados no periodo 2006/2007. Data da coleta (circulo cheio) e emergéncia (circulo

vazio). Individuos de um mesmo ninho estéo delimitados por colchetes com o nimero de identificacdo do ninho.
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A maior porcentagem desses ninhos foi construida em bambu (87,3%),
engquanto apenas 12,7% foram construidos em NA de colorset pequenos (0,6 cm de
diametro); usualmente, os ninhos construidos em colorset foram ocupados por C.
analis. Os ninhos de bambu apresentaram uma média de 5,4 (2-11) células e 3,9 (1-
11) emergéncias por ninho. Os ninhos considerados para tais estimativas foram
somente 0s que apresentaram, pelo menos, a emergéncia de um imago; nesses
ninhos, as demais células ndo emergidas foram contabilizadas. O comprimento
médio dos ninhos de bambu foi igual a 30,2 cm (19-43) e diametro médio igual a
9,2mm (6,1-12,5). As células encontradas no interior dos ninhos estavam dispostas
transversalmente, sendo prioritariamente construidas préximas ao final do ninho, no

caso de ninhos de bambu.

Os ninhos encontrados em Araras foram coletados no sitio GETAP, que é
uma constru¢cdo do campus onde 0s bois e bezerros sédo contidos para vacinagao e
outros cuidados. Esta construcdo esta situada proxima a areas de cultivo de cana-
de-agucar e soja e nao se encontra proxima a cursos d’agua. Em Araras, pudemos
observar que em cada sitio ocorre a nidificacdo preferencial de uma espécie,
considerando também as espécies de Trypoxylon ssp e de Podium sp que nidificam
no local, mas novos estudos sdo necessarios para que se possa justificar este

mosaico de nidificacdes.

Ninhos de Centris analis - Dos ninhos de C. analis (FIGURA 17) que foram

coletados em Ribeirdo Preto emergiram 627 individuos e 45 parasitdides do género
Leucospis, até o comeco do més de fevereiro de 2009. Os ninhos foram todos
construidos em NA de colorset do tamanho pequeno e a maioria dos ninhos é
proveniente de Ribeirdo Preto. Os ninhos de C. analis provenientes desta localidade
foram acompanhados por 13 meses ininterruptos, de fevereiro/2009 a
fevereiro/2010.
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FIGURA 17. Ninho de Centris analis em tubo colorset com o 6leo floral utilizado no

fechamento do ninho, aparente

No periodo referido, foi observado o numero de fémeas que construiam
ninhos, de machos que dormiam no sitio de nidificacdo, de ninhos e quantos dias
eles levaram para serem fechados, quanto tempo levou para a emergéncia dos
imagos e todos os dados possiveis de serem extraidos da observacao diaria dos
ninhos (TABELA 5). Algumas fémeas foram marcadas para inferéncia de quantos
ninhos cada uma constréi e por quanto tempo podemos encontra-la em um sitio
especifico. Foram observados também os machos e as fémeas que dormiam nos
tubos vazios (FIGURA 18), mesmo quando as fémeas nao estavam nidificando;

contudo, esse comportamento ndo se manteve constante ao longo do ano.
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FIGURA 18. Histograma representando a quantidade de machos e femeas de

Centris analis que passaram a noite nos ninhos-armadilha durante ano de 2009

TABELA 5 - Dados de emergéncia, mortalidade e parasitismo em ninhos de Centris

analis obtidos em ninhos armadilha provenientes de Ribeirdo Preto.

Caracteres observados No. Individuos Porcentagem
Adultos emergidos 627 57,1%
Parasitoides 45 4,1%
Diapausa -
Sem emergéncia (dados de julho/2009) 427 38,8%

Total de células 1099 100%
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A nidificacdo de C. analis ocorreu prioritariamente nos meses de janeiro até
abril, sendo marco o més em que ocorreu o maior numero de fechamento de ninhos
(FIGURA 19). As emergéncias se concentraram na mesma época do ano, sendo
que os meses de fevereiro e mar¢o apresentaram maior nimero de emergéncias.
Contudo, podemos observar que em abril ocorreu 0 maior niumero de emergéncias
de fémeas (TABELA 6). Entretanto, ndo foram notadas diferencas significativas entre
a quantidade de machos e fémeas e no total de individuos emergidos em cada
estagcéo do ano (TABELA 7).
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FIGURA 19. Fenologia dos ninhos de Centris analis durante 13 meses, de
5/fevereiro de 2009 a 5/fevereiro de 2010

A observacdo diaria também nos possibilitou acompanhar o
aprovisionamento dos ninhos e a inferir que trés é o nimero médio de dias
gue uma fémea leva para concluir as células de seu ninho. Assim, pudemos
inferir que essas fémeas levam, em média, um dia para aprovisionar suas
células, ja que, ao analisar 282 ninhos que foram abertos apds a emergéncia
para retirada de pdélen e contagem das células, a média de células por ninho
foi de 2,98 células por tubo.
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TABELA 6 — Numero de individuos emergidos dos ninhos de Centris analis no
periodo de 2009/2010

Meses Fémeas Machos Total
Fevereiro 29 86 115
Marco 28 44 72
Abril 42 70 112
Maio 24 36 60
Junho 18 9 27
Julho 21 34 55
Agosto 7 11 18
Setembro 2 9 11
Outubro 5 1 6
Novembro 12 2 14
Dezembro 15 28 43
Janeiro 27 36 63

Total 230 366 596
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TABELA 7. Numeros de emergéncias de machos e fémeas de Centris analis

separados somente pelas duas estacdes: quente e umida, fria e seca.

Estacdes Fémea Macho Total
Estac&o quente 116 197 313
Estacao fria 114 169 283

D 0, 895082* 0, 143308* 0, 219129*

Total 230 366 596

* Nao apresentam diferencas significativas

4.2. Anélise Genética

4.2.1 Anélise alozimica

Foram analisados 191 adultos de trés espécies distintas — C. tarsata, C. analis
e uma espécie nao identificada - para deteccdo de polimorfismos enziméticos. As
analises foram feitas com o material advindo dos ninhos de Araras, Rifaina e
Ribeirdo Preto, além de 21 individuos coletados na area urbana de Séao Carlos em

flores de Tecoma stans.

Dos 20 sistemas enzimaticos testados para C. tarsata, correspondentes a 26
locos génicos, sete apresentaram polimorfismo e foram utilizados para realizar as
analises genéticas e tracar a estrutura sociogenética intranidal. Estabelecido o perfil
eletroforético dos sistemas enzimaticos, foi possivel interpretar geneticamente as
variantes observadas nos géis como produtos da acdo de alelos. Assim, as regides
(bandas) foram denominadas de acordo com sua mobilidade, sendo que as mais
anodicas receberam numeragdo menor (TABELA 8). Em C. analis também foram
testados 20 sistemas enzimaticos, e encontramos variantes enzimaticas de

esterases, Pgm e Hbdh. Contudo, ao analisar 90 individuos, somente quatro
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apresentaram variantes eletroforéticos para tais marcadores, ndo sendo possivel,
portanto utilizar alozimas para tracar a estrutura sociogenética intranidal dessa

espécie.

A analise comparativa dos perfis eletroforéticos das trés espécies de Centris
analisadas revela que estas espécies podem ser facilmente diferenciadas por varios
dos sistemas enzimaticos. Os melhores locos diagndsticos sdo 0s que apresentam

variacao inter-especifica e monomorfismo intra-especifico, como é o caso da MDH.
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TABELA 8- Sistemas enzimaticos com sua migracdo no gel e presenca (sim) ou

auséncia (--) de variacao.

Sistemas Enziméticos Variag&do? Alelos Variacdo? Alelos
C. tarsata C.analis
Esterase-1 --
Esterase-2 --
Esterase-3 Sim (100), (75) e Sim (120), (100)
(60) e (80)
Esterase-4 Sim (100) e (90) Sim (100) e (60)
6- Fosfogliconato desidrogenase  -- (100) e (95)
Aconitase-c -
Aconitase-m -

Adenilato Quinase --
Aldolase-1 --
Arginina quinase -
Fumarato hidratase --
Glicose-6-fosfato desidrogenase -
Glucose fosfato isomerase --

B-Hidroxibutirato desidrogenase  Sim (130), (100) e Sim (100) e (80)
(50)

Hexoquinase --
Isocitrato desidrogenase Sim (150) e (100)
Lap -
Malato desidrogenase-c --

Malato desidrogenase-m --

Enzima malica Sim (130) e (100)
Peptidase-A Sim (140) e (100)
Fosfoglucomutase -- Sim (120) e (90)

Fosfatase Acida --
Superéxido dismutase --
a-Glicerofosfato desidrogenase-1  --

a-Glicerofosfato desidrogenase-2  --
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As analises de alozimas em amostras de C. analis, como esperado, revelaram

um perfil eletroforético distinto de C. tarsata.

Segue a descricdo detalhada dos sistemas que apresentaram variacdo para

C. tarsata:
Esterases

Foram feitas coloragBes utilizando dois substratos fluorogénicos: butirato de
umbeliferona (BU) e propionato de umbeliferona (PU). As bandas com melhor nitidez
resultaram da associacao do tampao tris-citrato pH 7,5 (10x) com o substrato BU. Os

locos das esterases 1 e 2 ndo apresentaram variantes.

Esterase-3 (Est-3)

Em parte das amostras analisadas, verificou-se baixa resolucao eletroforética
da esterase-3 e, por esta razdo, ndo foi possivel caracterizar qualquer polimorfismo
nesta regido. Entretanto, analise posterior de novas amostras levou a deteccéo de
trés variantes eletroforéticas: F (100), M (75) e S (60).

Esterase-4 (Est-4)

Essa esterase apresentou polimorfismo e duas variantes foram
caracterizadas, F (100) e S (90).

6- Fosfogliconato desidrogenase (6PGD)

Esse loco enzimatico apresentou polimorfismo, sendo observadas as
variantes F (100) e S (95) (FIGURA 20).
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Orig.

FIGURA 20. Variantes eletroforéticas de 6-fosfogliconato desidrogenase (6-PGD)
apos eletroforese em gel de amido a 14% em tampao TC ph 7.5 e coloracdo

histoquimica.

B-Hidroxibutirato desidrogenase

Esse sistema enzimatico apresentou trés variantes F (130), M (100) e S (50),
determinadas geneticamente por trés alelos de um loco génico de acao codominante
(FIGURA 21).

A

FIGURA 21. Variantes eletroforéticas de B-Hidroxibutirato desidrogenase (Hbdh) em

gel de amido a 14% reveladas histoquimicamente.

Isocitrato desidrogenase

O sistema enzimatico ICD apresentou somente um loco génico com 3 alelos e

padrdo eletroforético de enzima dimérica (trés bandas no presumido heterozigoto).
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Com o tampao Tris-citrato pH7,5 (10x), a coloragéo para ICD evidenciou uma regiao
de atividade. As variantes encontradas foram F (150) e S (100) (FIGURA 22).

A

FIGURA 22. Variantes eletroforéticas de isocitrato desidrogenase (Ilcd) em gel de
amido de milho 14% em tamp&o TC 10x (com NADP).

* exemplar de Centris analis

Enzima malica

Esse sistema enzimatico apresentou somente um loco, cujo polimorfismo

resulta em duas variantes distintas, F (130) e S (100).

Pep-A

Esse sistema mostrou-se polimérfico e duas variantes eletroforéticas foram
caracterizadas, F (140) e S (100) (FIGURA 23).
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FIGURA 23. Variantes eletroforéticas de Peptidases (Pep-A) em gel de amido de

milho 14% com tampéao TCB, reveladas histoquimicamente.
* amostra de Centris analis

Segue a descricdo detalhada dos sistemas que apresentaram variacdo para

C.analis.
Esterases

As coloracbes foram feitas utilizando como substrato propionato de

umbeliferona (PU). Os locos das esterases 1 e 2 ndo apresentaram variantes.

Esterase-3 (Est-3)

Em grande parte das amostras analisadas, verificou-se baixa resolucao
eletroforética da esterase-3, mas foi possivel detectar polimorfismo em algumas
amostras,e duas variantes eletroforéticas:F(100) e S(60).

Esterase-4 (Est-4)

Essa esterase também apresentou baixa resolucdo, contudo ainda assim foi
possivel detectar trés variantes eletroforéticas: F(120), M(100) e S(80).

B-Hidroxibutirato desidrogenase

Esse sistema enzimatico apresentou duas variantes F (100) e S (80), somente

um individuo apresentou variacao.

Fosfoglucomutase

Esse sistema enzimatico apresentou duas variantes F (120) e S(90), mas

somente em poucos individuos, ndo podendo ser devidamente caracterizado.
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4.2.2 RFLP-PCR do DNA mitocondrial

Andlises realizadas permitiram amplificar boa parte do gene Cyt b de C. analis
e C. tarsata. Analisando a sequéncia deste gene mitocondrial de Centris inermis
(Cameron & Mardulyn 2001), obtida com o uso do primer CB-N-11367 5’-ATT ACA
CCT CCT AAT TTA TTA GGA AT-3’ (Simon et al. 1994), o mesmo utilizado em
nossas reacdo de amplificacdo (FIGURAS 22 e 23), verificamos que esta regiao
apresentava sitios de corte para a enzima Dral, o que foi confirmado (FIGURA 24).
Outras enzimas deverdo ser testadas em trabalho futuro para digestdo deste

fragmento, entre as quais Mbol e Vspl.

FIGURA 24. Fragmento amplificado por PCR correspondente a regido cyb b de
Centris tarsata
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by

FIGURA 25. Fragmento amplificado por PCR correspondente a regidao cyb b. As

amostras correspondem a: 1-3: Centris tarsata; 4-8: Centris analis; 9: Apis mellifera.

+

Origem

FIGURA 26. Padrfes de digestdo de Cyt b com Dral. As amostras 1-13 correspondem
a Centris tarsata, 14-18 a Centris analis e 19, a Apis mellifera.

A regido de citocromo b das espécies do género Centris sofreram digestao com

a enzima Dral e foi observado um polimorfismo em Centris analis.
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4.2.3 DNA mitocondrial e microssatélites

Dos exemplares de C. tarsata o DNA total ja se encontra extraido e aliquotas
deste foram utilizadas para a amplificacdo das regides mitocondriais cyt b e COI
(FIGURA 25). Futuramente, estes dados poderdo contribuir para se realizar medidas
indiretas de disperséao e verificar quais séo os padrbes maternos dessas abelhas nos

materiais de ninhos que possuimos de coletas de anos anteriores.

FIGURA 27. Gel de agarose 1% corado com GelREd para revelar fragmento do
gene COI amplificado por PCR em amostras de C. analis.

A extracdo também esta sendo realizada para a confeccdo de uma biblioteca
gendmica para a prospeccdo de regides de microssatélites espécie - especificos
para o estudo mais detalhado da composi¢do dos ninhos das espécies de C. tarsata

e C. analis.

O produto da amplificacado da regidao mitocondrial COI foi sequienciado para 48
amostras de C. analis de Ribeirdo Preto, sendo que cada individuo € representante
de um tubo de colorset, ou seja, de um ninho distinto, e foi encontrado um fragmento

de 465 pares de bases, cuja sequiéncia consenso é:



Consensus

TGAAAGTGGA
TGTATTTTTA
TAGTCGAGCC
ATTTAGACGA
ATCCATAGGA
TTCCTCTATC
TCTATCAATA

...... TTAA TTTTACCAGG

AAAAAAGGAA
GGATTTACCG
TATTTCACAT
TTAGCTACAT
TTTATCCTTT
GATATCATAC
GGAGCAGTTT

CTTTCGGTAA
TTTGAGCTCA
CAGCAACAAT
ATCATGGAGC
TATTTACTAT
TTCATGATAC
TTTCAATCAT

GTTTGGATTA
CTTAGGAATA
TCATATATTT
AATTATTGCA
AAAATTAAAC
ATGAGGATTA
TTATTATGTA
TTCAAGTTTT

ATTTCTCAAA
ATTTATGCAA
ACTGTTGGAT
GTTCCAACAG
TACAATAACT
ACAGGAATTT
GTAGCTCATT
ATTCACTGAT
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TTATTATAAA
TATTAGGAAT
TAGATGTTGA
GTATTAAAGT
CAATTTTATG
TATTATCAAA
TTCATTATGT
TCCATTTAAT

Esse fragmento, quando blastado no NCBI, encontra como sequéncia mais

préxima o COI de diversos himenopteros, como Ctenoplectra polita, com o nimero
de acesso EU122095.1, com 86% de identidade. Outras espécies de corbiculados
apresentaram grande semelhanca e, dentre essas, espécies de Euglossini, como
Exaerete smaragdina EU421457.1, Exaerete frontalis AY506481.1 ambas com 86%
de identidade.

Teste de primers microssatélites heter6logos

Foram realizados testes com primers heter6logos com amostras de algumas
familias de C. analis e, apesar de que tais primers levaram a amplificacdo de

fragmentos, nédo foi encontrado polimorfismo com tal marcador (FIGURAS 28 e 29).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=160693316&dopt=GenBank&RID=S7J3ENFC016&log$=nucltop&blast_rank=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=194462099&dopt=GenBank&RID=S7J3ENFC016&log$=nucltop&blast_rank=3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?cmd=Retrieve&db=Nucleotide&list_uids=47524777&dopt=GenBank&RID=S7J3ENFC016&log$=nucltop&blast_rank=4
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FIGURA 28. Testes dos primers de microssatelites de Tripoxylon albitarse Talb 02 e

Talb 03, respectivamente, em familias de Centris analis.

FIGURA 29. Testes dos primers de microssatélites de Tripoxylon albitarse Talb 05 e

Talb 07, respectivamente, em familias de Centris analis.
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4.4 Analises de dados

4.4.1 Dados genéticos

A andlise parcial dos dados obtidos com os adultos de C. tarsata emergidos
no laboratério demonstrou a ocorréncia de sete locos polimérficos dentre 26 locos

analisados, o que resultou em 27% de locos polimorficos.

A populagdo de C.tarsata analisada apresentou a maioria de seus locos
monomorficos e os locos polimorficos apresentaram frequéncias genotipicas de

acordo com o modelo de equilibrio genético (equilibrio de Hardy-Weinberg).

Os ninhos analisados obedeceram ao padrdo esperado de
monandria/monoginia, pois 0s genotipos presentes na progénie da grande maioria
dos ninhos podem ser explicados pelo acasalamento Unico da fémea responsavel
pela cria encontrada em cada ninho (PLANILHA 1 - ANEXO). Durante as coletas,
conseguimos coletar uma fémea aprovisionando o seu ninho; contudo, os fenétipos
eletroforéticos da fémea e sua progénie nao trouxeram dados suficientemente
consistentes, sendo que o sistema mais informativo foi HBDH, em que essa fémea
era heterozigota e sua prole - um macho e duas fémeas - eram homozigotos (ver
familia 9 da PLANILHA 1 - ANEXO).

As analises realizadas para a espécie Centris analis ndo revelaram variantes
eletroforéticas que possibilitassem inferéncias sobre a estrutura genética dos ninhos

analisados.
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4.4.2 Dados ecologicos

4.4.2.1 Razao sexual

Centris tarsata

Para os individuos de C. tarsata coletados em Araras, a razdo sexual igual a
1:1 foi confirmada por meio do teste de qui-quadrado, ja que a amostra analisada
era constituida de 38 fémeas e 39 machos. De acordo com o teste t de Student (t =
8,95; p< 0, 0001), feito apds confirmacgdo da normalidade da distribuicdo dos pesos
por meio do teste de D’Agostino, as massas corporeas dos diferentes sexos
possuem médias distintas. Enquanto os machos apresentaram meédia igual a
72.6319.39 mg (FIGURA 32), as fémeas tém meédia igual a 104.33£19.18 mg

(FIGURA 33), estando a alocacao sexual desviada para fémeas.
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FIGURA 30. Numero de individuos e distribuicdo dos valores de massa (em mg) em

machos de Centris tarsata

]
-
-

)

40 a0

T o
=
50 160

0 80 90 100 1100 1200 130 140 1

FIGURA 31. Namero de individuos e distribuicdo dos valores de massa (em
mg) das fémeas de Centris tarsata
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Como as fémeas apresentaram um grande desvio padrdo, anlises foram
feitas considerando as médias da massa das fémeas de ninhos com mais do que
duas fémeas. As médias foram submetidas a teste t e ndo foram encontradas
diferencas nas médias das amostras dos ninhos. Outra andlise realizada foi em
relacdo a massa de fémeas do periodo 2006/2007 vs. fémeas do periodo
2007/2008, ja que uma diferenca havia sido detectada. Entretanto, os valores do

teste t indicaram que tais diferengas nao eram significativas.

Centris analis

A razao sexual de C.analis foi feita a partir de individuos emergidos de ninhos
coletados na USP—RP. Como esta atividade de nidificacdo foi acompanhada durante
um ano ininterrupto, foi possivel averiguar a razdo sexual observada em cada més
ao longo deste periodo, bem como a Razdo Sexual total, como o demonstra a tabela
abaixo (TABELA 9). De acordo com o teste t de Student, feito apds confirmacédo da
normalidade da distribuicdo dos pesos por meio do teste de D"Agostino, as massas
corpéreas dos diferentes sexos possuem médias distintas. Enquanto os machos
apresentaram média igual a 60,13+9,19 mg, as fémeas tém média igual a

68,85+10,79 mg, estando a alocacdo sexual desviada para fémeas.



TABELA 9 - Fémeas e machos emergidos e razao sexual em Centris analis
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Meses Fémeas Machos Razéo sexual
Fevereiro 29 86 1:2,96*
Marco 28 44 1:1,57
Abril 42 70 1:1,66*
Maio 24 36 1:1,5
Junho 18 9 1:0,5
Julho 21 34 1:1.62
Agosto 7 11 1:1,57
Setembro 2 9 1:4,58*
Outubro 5 1 1:0,2
Novembro 12 2 1:0,16*
Dezembro 15 28 1:1,86*
Janeiro 27 36 1:1,33
Total 230 366 1: 1,59*

* RS significativamente diferente de 1:1 para a = 0,05

4.4.2.2 Sazonalidade

A partir dos dados de nidificacao de C. analis, particularmente os obtidos

em ninhos provenientes de Ribeirdo Preto, pudemos observar que existe uma

sazonalidade na nidificagdo, havendo uma predomindncia de nidificacdo e

emergéncias (FIGURA 34) nos meses quentes e umidos do ano, de marco até abril,

entretanto, ndo houve a interrup¢ao de nidificacdo e nem da emergéncia. Em Araras,

as fémeas de C. tarsata ndo apresentaram 0 mesmo comportamento, jA que em
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alguns meses nao ocorreu aprovisionamento de ninhos, mas as nidificacées também

ocorreram preferencialmente nos meses quentes e umidos.
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FIGURA 32. Gréafico mostrando linhas de tendéncia do total de individuos emergidos

de Centris analis, pluviosidade e temperatura ao longo do ano de 2009.

TABELA 10- Coeficientes de Correlacdo de Pearson que relacionam a quantidade

de individuos de Centris analis que emergiram com as condicbes climaticas:

pluviosidade e temperatura.

Fatores analisados Coeficiente de Pearson
Total/Pluviosidade 0, 682004*
Total/Temperatura 0, 505288*

Fémeas/Pluviosidade 0,630067*

Fémeas/Temperatura 0, 510954*

Machos/Pluviosidade 0, 672163*

Machos/Temperatura 0, 478763*

Razéo Sexual/ Temperatura -0, 04454
Razéao Sexual/Pluviosidade 0, 037874

* Coeficiente de Correlacdo de Pearson moderado
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4.4.2.3 Desenvolvimento

Ao acompanhar a nidificagao de Centris analis ao longo de um ano, pudemos

observar a grande diferenca apresentada no tempo de emergéncia (TABELA 11):

TABELA 11- Tempo (em dias) de desenvolvimento médio de Centris analis, do

fechamento do ninho a emergéncia dos imagos.

Més Tempo (em dias) de desenvolvimento
(média)
Marco 37,8
Abril 45,2
Maio 55,2
Junho 68,8
Julho 79
Agosto 70,8
Setembro 57,8
Outubro 55,2
Novembro 44,5
Dezembro 40,3
Janeiro 44,1
Fevereiro 39,3

Analises utilizando o Coeficiente de Correlagdo de Pearson encontraram
correlacdo negativa entre o tempo de desenvolvimento (da oviposicdo a emergéncia)
de Centris analis e as condi¢cdes climaticas de temperatura e pluviosidade dos

meses em questéo (TABELA 12).
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TABELA 12- Coeficiente de Correlagcdo de Pearson entre temperatura e tempo de
desenvolvimento (da oviposicdo a emergéncia) de Centris analis e pluviosidade e

tempo de desenvolvimento.

Tempo de desenvolvimento

Temperatura -0, 81392*

Pluviosidade -0, 7995*

* Coeficiente de Correlacdo de Pearson forte
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5. Discussao

O presente trabalho foi realizado com duas espécies extremamente
importantes da fauna de abelhas solitarias brasileiras, C. analis e C. tarsata. Essas
espécies apresentam tal relevancia por serem polinizadoras tanto de ecossistemas
naturais, quanto de culturas como a acerola (OLIVEIRA & SCHLINDWEIN 2009).
Por isso, essas espécies sdo citadas no programa da Iniciativa Brasileira de
Polinizadores (IMPERATRIZ-FONSECA & DIAS 2004), pois além das razdes
supracitadas, também podemos incluir a relativa abundancia, pelo menos se
considerarmos que se trata de abelhas solitarias, e a maior facilidade de captura e
manejo através dos ninhos-armadilha (MORATO et al. 2000, MADEIRA-DA-SILVA &
MARTINS 2006, GAROFALO et al. 2004).

Além de trabalhar com tais espécies que sdo pouco estudadas, essa
dissertacdo analisa aspectos genéticos desses organismos, que foram utilizados
somente em estudos comparativos, utilizadas como grupos externos (CAMERON &
MARDULIN 2001). A maioria dos trabalhos com esses individuos séo relativos a sua
biologia de nidificacdo (SILVA et al.2001, JESUS & GAROFALO 2000) ou estudos
de interacbes com plantas (SILVA 2007, CORREIA et al. 2004). Contudo, poucos
trabalhos foram realizados associando a biologia de nidificacdo dessas espécies
com aspectos de genética de populacbes, como esta sendo realizado no presente

trabalho.

A biologia de nidificagéo de C. tarsata, assim como de C. analis, foi estudada
em populagdes provenientes de uma localidade para cada espécie, ja que nestas foi
possivel obter amostras em quantidade suficiente para realizar tais analises.
Amostras de outras localidades, em numero reduzido, foram utilizadas para os
estudos genéticos, como controle. Em Araras, coletamos ninhos de C. tarsata; em
Ribeirdo Preto, a atividade de nidificacdo de C. analis foi intensa e uniformemente
distribuida ao longo do ano e, a partir dessas amostras, foi possivel inferir aspectos
importantes da nidificacdo dessas espécies. Na literatura, sdo encontrados alguns
trabalhos realizados com a biologia de nidificagdo e comparagcbes podem ser
realizadas com trabalhos ja publicados sobre essas espécies em outras localidades

do pais. Nos ninhos acompanhados, houve pouca diferenca entre a emergéncia do
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primeiro e udltimo individuo do mesmo ninho, demonstrando que o tempo de
desenvolvimento de irmé&os que compartilham o ninho é semelhante e a diferenca na
emergéncia pode ser referente ao tempo de construgdo das células e
aprovisionamento pela fémea, e a posicdo da célula, sendo que os machos
emergem antes das fémeas. Entretanto, observacdes em campo devem ser feitas a
esse respeito e ndo podemos descartar que individuos de sexo e até mesmo
genodtipos e ambientes diferentes podem ter seu tempo de desenvolvimento
alterado.

Estudos realizados com espécies que nidificam em ninhos-armadilha
constantemente apresentam um grave problema, o elevado grau de mortalidade
guando os ninhos sdo transportados para o laboratério a perda de imaturos é
proxima a 50% em diversos estudos realizados com ninhos-armadilha (FREEMAN &
JAYASINGH 1975; CROSS ET AL. 1975; JAYASINGH & FREEMAN
1980;TEPEDINO & FROHLICH 1982; TEPEDINO & PARKER 1983; PARKER 1986).
Os ninhos de C. analis de Ribeirdo Preto, apds a transferéncia para o laboratério,
sofreram infestacdo por fungo que atingiu varios ninhos; no entanto, depois de
algumas mudancas na forma de fechamento dos ninhos, esse problema foi
minimizado e os indices de mortalidade foram reduzidos. A populacdo de Centris
analis do campus de Ribeirdo Preto ja foi estudada algumas vezes e em alguns
casos a mortalidade nos ninhos armadilha foi superior a 50% (VIEIRA-DE-JESUS &
GAROFALO 2000) e em outros estudos foi igual ou inferior a 50% (GAZOLA &
GAROFALO 2003; COUTO & CAMILLO 2007). A causa da mortalidade difere na
maioria dos casos entre parasitismo e causas desconhecidas e ocorrem nos
estagios iniciais de desenvolvimento (ovo ou primeiro instar larval) (VIEIRA-DE-
JESUS & GAROFALO 2000; GAZOLA & GAROFALO 2003; AGUIAR et al. 2005;
COUTO & CAMILLO 2007).

Nas localidades em que as fémeas de Centris ssp nidificaram pudemos
observar a predominéncia de uma espécie em relacdo a outras espécies, mesmo em
locais que ndo existe nenhum controle de quais espécies estdo nidificando, como
ocorria em Araras. Holt (1977) propds o termo “competicdo aparente” para indicar a
reducdo da densidade populacional de uma espécie quando a densidade de uma
segunda espécie aumenta, sendo esta interagcdo mediada pelo aumento numérico

de uma terceira espécie de um nivel tréfico superior.
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Com relagdo a sazonalidade, tanto C. tarsata quanto C. analis apresentaram
padrées semelhantes de nidificacdo - prioritariamente nos meses quentes e secos.
No entanto, as duas espécies apresentaram diferencas nos meses frios e secos,
guando nao houve nenhuma nidificacdo de C. tarsata em Araras. Este fato pode ser
devido ao fato de que a temperatura média de Ribeirdo Preto € de 23.2°C, mais
elevada que a de Araras - 21.6°C; nos meses mais frios, também ocorre uma
diferenga nas temperaturas das cidades, sendo a média minima de Ribeirdo Preto
2.1°C mais alta que a de Araras. Mesmo a classificacdo climética das duas cidades
conforme Koppen é distinta, sendo Ribeirdo Preto Aw (clima tropical umido com
inverno seco) e Araras Cwa (clima temperado umido) (fonte: CEPAGRI). Esse
padrdo de nidificacdo nos meses quentes e Umidos é corroborado por diversos
estudos realizados com espécies Neotropicais, bem como em outros estudos
realizados com C. tarsata, C. analis e outras espécies de Centris (AGUIAR &
GAROFALO 2004, COVILLE et al 1983, JESUS & GAROFALO 2000, PEREIRA et al
1999). Contudo, a andlise correlacionando a nidificagdo com o indice pluviométrico
de cada més e com as médias de temperatura ndo estabeleceu correlacdo
consistente entre tais variaveis e a nidificagdo de Centris analis, espécie para a qual
foi possivel a aplicacao do indice de Pearson.

Em Centris tarsata, a nidificacdo e emergéncia estiveram restritas aos meses
de outubro/2006 a fevereiro/2007, correspondente a estacdo quente e chuvosa.
Novas nidificacBes e emergéncias ocorreram somente na primavera de 2007, sendo
observadas nidificacdes ao final de setembro e as primeiras emergéncias em fins de
outubro. Estes resultados indicam que essas abelhas apresentam sazonalidade
relacionada ndo somente a estacdo chuvosa e quente, mas também que a
nidificagdo ocorre concomitantemente com o inicio da primavera, possivelmente por
alteracdes de temperatura e fotoperiodo relacionadas com esta época do ano. Ja ha
literatura a respeito do efeito da temperatura e do fotoperiodo em espécies de
Centris (COUTO & CAMILLO 2007), levando em consideracdo que a nidificacéo foi

reiniciada antes das primeiras chuvas.

A presenca de individuos em diapausa também esta de acordo com trabalhos
prévios (AGUIAR & GAROFALO 2004) em Centris tarsata, em que foram
observados individuos em diapausa durante a estacdo seca e fria. Dentre os

individuos que passaram a estacdo seca como larvas, somente um teve seu
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desenvolvimento concluido, o que pode ter sido ocasionado pela manipulacdo do
ninho. Contudo, mesmo esse individuo ndo emergiu, embora aparentemente
apresentasse desenvolvimento normal completo. Esse fato requer novas analises, ja
que sao encontrados diversos adultos dentro de células que ndo emergiram e esse
fato pode estar relacionado com algum gene relacionado a capacidade de
desoperculacdo, como ja demonstrado em Apis mellifera. Como em C.analis houve
continuidade na nidificacdo e emergéncia, ndo podemos falar especificamente em

diapausa, mas houve um significativo aumento no tempo de desenvolvimento.

O desenvolvimento foi acompanhado principalmente na populacdo de Centris
analis de Ribeirdo Preto, pois como acompanhavamos diariamente, tinhamos
controle de quando cada ninho foi finalizado e do momento em que emergiam 0s
imagos. Apesar de ndo apresentar interrupcado na nidificagdo e nas emergéncias,
nas estacoes mais frias do ano houve um aumento significativo no tempo de
desenvolvimento. As médias estimadas variaram entre 38 dias em marco de 2009 a
79 dias em julho de 2010. Ao aplicar a correlacdo de Pearson, foram encontrados
coeficientes negativos, tanto para a relacdo entre temperatura e tempo de
desenvolvimento, quanto para a relacdo de pluviosidade e tempo de
desenvolvimento, confirmando assim que essa espécie, apesar de nao ter sua
nidificacdo interrompida durante a estacéo fria e seca, altera drasticamente o tempo

de desenvolvimento

Em relacéo a dispersao, ainda néo foi possivel fazer nenhuma predicao, pois
nao foram realizados os trabalhos de marcacdo e recaptura e ndo dispomos de
dados suficientes para estimativa de disperséo indireta através de fluxo génico. A
sazonalidade dependente da ocorréncia de abelhas nas arvores de Tecoma stans
nao teve progressos, porque com a restricdo do trabalho a duas espécies, as
mesmas nao foram encontradas em abundancia nas arvores para realizacdo desse

estudo.

Os dados genéticos obtidos séo relativos as analises alozimicas em amostras
de ninhos coletados de C.tarsata; também tivemos sucesso na padronizacdo das
condicbes de PCR para estudos de genes mitocondriais, 0 que nos permitiu
sequenciar partes dos genes Cyt b e COI e obter dados sobre a populacédo dos

ninhos de Ribeirdo Preto. Em relagcdo aos marcadores microssatélites, ndo foram
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desenvolvidos primers especificos, mas testes com outras espécies tiveram regides
amplificadas, sendo necessarios maiores estudos com familias, para saber se ocorre
polimorfismo nesses locos e se 0 mesmo tem carater genético.

Os dados evidenciaram que essas abelhas apresentam polimorfismos que
podem ser explicados por bases genéticas, tendo sido encontrados sete locos
enzimaticos polimorficos em C. tarsata. Este numero de locos polimorficos foi
adequado para se tracar o padrdo da genética familial e populacional, pelo menos
no que se refere a C. tarsata, espécie que apresentou polimorfismos genéticos na
populacdo amostrada. Por meio desses polimorfismos pudemos fazer predicdes
sobre a estrutura  sociogenética intranidal dessa  espécie, como
monoandria/monoginia como € o esperado para espécies solitarias. No entanto, um
dos ninhos de C.tarsata (familia 4, ver Anexo) ndo se encaixou no padrao esperado -
deste ninho emergiram 11 imagos, trés dos quais apresentaram um padrao de Est-3
incompativel com monoginia, indicando que mais de uma fémea ovipositou no
mesmo ninho.

Para C. analis, realizamos também andlises alozimicas; entretanto, nao
encontramos polimorfismos informativos, pois somente quatro individuos
apresentaram variantes eletroforéticas. Essa baixa variacdo genética dos
himenopteros ja esta fartamente documentada e Crespi (1991) j& se referia a tal
diferenca das espécies desta ordem em relacdo a outros insetos. Existem algumas
teorias que tentam explicar essa baixa variabilidade, como a presenca de
haplodiploidia, que reduz o tamanho efetivo da populacdo, aumenta a taxa de
fixacdo dos alelos, dificulta a obtencdo de um polimorfismo estavel e aumenta a
ligacdo génica e o “efeito carona” devido aos menores niveis de recombinacéo
(CROZIER 1971; PAMILO & CROZIER 1981; OWEN 1985).

Um investimento maior sera realizado no teste de primers heter6logos para
analise de microssatélites em C. tarsarta e C. analis, de forma a contar com
ferramenta com um maior poder de identificacdo dos parentais dos ninhos e também
para definir se ocorre estruturacdo populacional nessas espécies.

O sequenciamento de COI foi realizado para espécimes de C. analis de
Ribeirdo Preto provenientes de 46 ninhos (tubos de colorset) distintos. A similaridade
nas sequéncias mostra que a populacdo que nidifica nesta localidade possui
somente um haplétipo para esse gene mitocondrial. O fragmento sequenciado
possui 465 pares de bases, e apresentou boa similaridade com outras espécies de
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himendpteros, e mais especificamente com muitos corbiculados, podendo ser um
bom indicativo da proximidade filogenética de C. analis com 0s mesmos.
Principalmente com a tribo Euglossini, que segundo algumas filogenias seriam a
mais basal dentro destes (CAMERON 2004). A ocorréncia de um unico haplétipo
parece sugerir que a area foi colonizada por uma linhagem materna, dado a heranca
uniparental deste marcador. Se este achado se confirmar em analises
subsequentes, o crescimento da populacado local se d4 com a fundacdo de novos
ninhos pelas fémeas da geracdo anterior que compartiham o mesmo DNA
mitocondrial de suas mées. Portanto, os dados parecem indicar que as fémeas de
Centris apresentam comportamento filopatrico. Considerando o mecanismo peculiar
de determinacdo do sexo nos himendpteros, é esperado que 0s machos sejam o
sexo dispersor, de forma a garantir a ocorréncia de fluxo génico e dificultar a
ocorréncia de acasalamentos entre aparentados.

A razdo sexual é influenciada por varios fatores, como a abundéancia de
recursos florais (TORCHIO & TEPEDINO 1980), e a dimensdo das cavidades
disponiveis pode alterar a razdo sexual de espécies que nidificam em cavidades
preexistentes (RUST 1998; BOSCH & VICENS 2006), e essa influéncia pode ser
notada em estudos que utilizam ninhos-armadilhna com dimensao pré-determinada
(ALONSO 2008). A razdo sexual esta de acordo com Fisher (1930) para as amostras
de C. tarsata coletadas em Araras, em que a proporcao esperada de machos e
fémeas € de 1:1 para uma populacdo panmitica. Contudo, existem diferencas
significativas na massa corporal dos machos e das fémeas, evidenciando desvios na
alocacao sexual para as fémeas nessa espécie. Se o0s recursos fossem igualmente
distribuidos entre os sexos, seria esperado um desvio da razao sexual para machos,
ja que é mais custoso produzir uma fémea. Os nossos resultados ndo podem ser
considerados conclusivos, dado o numero relativamente baixo de individuos
analisados, além de ser importante ressaltar que para Centris tarsata foram
disponibilizados ninhos-armadilna de bambu, com didmetros e cumprimentos
variados, o mesmo encontrado por Aguiar & Garofalo (2004) nessa mesma situagao.
Entretanto, o quadro para Centris analis é distinto, sendo a razéo sexual diferente de
1:1 esperado (FISHER 1930), resultado oposto ao encontrado por Vieira-de-Jesus &
Garofalo (2000) e Couto & Camillo (2007) para a mesma espécie. Observando
essas populacdes diariamente e com um numero maior de amostras, percebemos

que existem diferengcas mensais da razdo sexual, tendo meses que a mesma se
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inverte como aconteceu em junho. Nao foram realizadas pesagens de parte dos
individuos emergidos, mas é notavel que o dimorfismo sexual, pelo menos no que se
refere a diferenca de tamanho entre machos e fémeas, € menor em C. analis, o0 que
pode ser uma das possiveis causas dessa diferenca na razdo sexual. Entretanto, a
maior amostragem e o acompanhamento durante o periodo de um ano pode ter

influenciado na diferenca encontrada para as duas espécies em questao.
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6. Considerac0es finais e Perspectivas

O estudo dos ninhos de duas espécies de Centris que nidificam comumente
em ninhos-armadilhna nos permitiu observar algumas semelhancas nesses
organismos, principalmente relacionados com a sazonalidade, sendo que as
espécies nidificam prioritariamente nos meses quentes e umidos. Contudo, os dados
mais consistentes em relacdo a biologia da nidificagdo foram obtidos em Centris
analis. Ninhos desta espécie foram acompanhados durante um ano inteiro,
verificando-se atividade de nidificacdo durante o ano inteiro. Este dado nos leva a
concluir que essa espécie, em condi¢cdes climéaticas favoraveis, pode nidificar
durante o ano inteiro, constituindo importante espécie para ser manejada como
polinizadora de culturas agricolas. Seria de grande importancia novos estudos
similares e também uma extensdo do acompanhamento dessa populacédo de Centris
analis do campus da USP de Ribeirdo Preto, para confirmar realmente a constancia
nos padrbes de nidificacdo observados; certamente, sera de grande relevancia que
se faca esse tipo de acompanhamento com outras espécies de Centris e também de
outros géneros de espécies nativas que apresentem grande potencial de

polinizacdo, para que se conhecam melhores formas de maneja-las para esse fim.

Os estudos genéticos permitiram confirmar pressuposicdes quanto a
formacdo de ninhos em Centris tarsata, mas o mesmo néo foi possivel com ninhos
de Centris analis e, por isso, é de grande importancia o desenvolvimento de primers
de microssatélites especificos, para incrementar o estudo sociogenético intranidal
dessa espécie. Aléem da possibilidade de utilizacdo desse marcador genético em
estudos relacionados a ocupacdo de areas e dispersdo. Assuntos importantes
guando se tratam das Centris, espécies visadas para serem substitutas de espécies
exoticas na polinizacdo de culturas no Brasil, ressaltando o resultado que
encontramos em Ribeirdo Preto - a colonizacéo da area por um numero reduzido de
fémeas fundadoras - e também para a conservacdo dessas espécies e dos
ecossistemas a que pertencem. O estudo do DNA mitocondrial de Centris analis e
Centris tarsata € igualmente outro topico de estudo que deve ser foco de mais
estudos e, para tal, sdo necessarias amostras de varias localidades da area de

distribuicdo e também técnicas mais eficientes de extracdo de DNA de amostras de
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insetos conservados em museus, pois essa foi uma das dificuldades encontradas no

desenvolvimento de trabalho.
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8. Anexos

Anexo 1. Descricdo das familias (ninhos) e seus fenoétipos para os locos enzimaticos

que apresentaram variagao.

Familias Sistemas Enziméaticos Formacdao do ninho
Amostra Sexo est-4 Est-3 ICD | 6-GPD* | ME | Hbdh
1492.1 Macho F F
1492.7 Fémea F F
1492.8 Fémea FS F
Familia 1 1492.2 Macho F S Monoginia/Monoandria
1492.3 Macho F F
1492.4 Macho F S
1492.5 Macho S S
1492.6 Macho S S
1511.1 Macho S F F
1511.3 Fémea FS F FS
Familia 2 1511.4 Fémea FS F FS Monoginia/Monoandria
1511.2 Macho F F S S
15115 Fémea FM FS FS FS
1511.6 Fémea FM FS FS FS
1513.1 Fémea FM
Familia 3 Monoginia/Monoandria
1513.2 Fémea FM
1513.3 Fémea FM
1516.1 Macho F F M
1516.2 Fémea FS F M
1516.3 Fémea FS il F M
Familia 4
1516.4 Macho F F S M
1516.5 Fémea FS F S FM
1516.6 Fémea FS F S M
1516.7 Fémea FS F S M
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1516.8 Macho F S Fr*
1516.9 Macho F S M
1516.10 Macho F S M
1516.11 Fémea FS S M
1573.1 Macho F F M
1573.2 Fémea FS F M
Familia 5 1573.4 Fémea FS F MS Monoginia/Monoandria
1573.3 Macho F F S
1573.5 Fémea FS FS MS
1573.6 Fémea F
1577.1 Macho F M
Familia 6 1577.2 Macho F S Monoginia/lMonoandria
1577.3 Fémea FS M
1577.4 Macho F S
1466.1 Fémea FM
1466.2 Fémea FM
Familia 7 Monoginia/Monoandria
1466.3 Fémea FM
1466.4 Fémea M
1466.5 Fémea FM
Familia 8 1443.1 Fémea F FM Monoginia/Monoandria
1443.2 Fémea FS FM
1805 Fémea Mae
Familia 9 1805.1 Macho F Monoginia/Monoandria
1805.2 Fémea FS
1805.3 Fémea F
1808.1 Macho F
Familia 10 Monoginia/Monoandria
1808.2 Macho S
1808.3 Macho F
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1808.4 Fémea F
1808.5 Fémea F
1804.1 Macho F
1804.2 Fémea FS
Familia 11 1804.3 Fémea FS Monoginia/Monoandria
1804.4 Macho S
1804.5 Macho S

Espacos vazios indicam que o fenétipo desses individuos é constituido da variante mais comum.

Familia 4 ndo pode ser explicada por monoandria/monoginia.

Anexo 2 -

Dados de temperatura e pluviosidade de Ribeirdo Preto, obtidos através do site do
CEPAGRI

TEMPERATURA PLUVIOSIDADE

Janeiro 25 265
Fevereiro 25 206,8
Margo 25 156,6
Abril 23 69,1
Maio 21 47,8
Junho 20 28,6
Julho 20 20,9

Agosto 22 21
Setembro 23 51,9
Outubro 25 128,8
Novembro 24 168,5

Dezembro 25 2575
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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