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RESUMO

No género Melipona, a abelha Melipona quadrifasciata € uma das espécies mais
conhecida e estd dividida em duas subespécies M. g. quadrifasciatae M. g.
anthidioides. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a identidade das
abelhas mandacaia do litoral norte do Estado de Sergipe por meio de técnicas
moleculares e morfométrica, e verificar a possivel barreira geografica
representada pelo Rio Sado Francisco. A pesquisa foi realizada em uma area total
30ha subdividida em trés fragmentos nos municipios de Piagabugu — AL, Brejo
Grande -SE e llha da Criminosa — SE. Foram registradas 14 colonias de
mandacgaia em Brejo Grande e coletados 10 espécimes de cada colénia. Nenhum
ninho foi localizado na llha da Criminosa e em Piagabugu, o que reforca a
hipétese de que o Rio S&o Francisco poderia esta representando uma barreira
geografica para a dispersdo das col6nias. A distribuicdo espacial de ninhos em
uma escala de 10ha, pode ser considerada como aleatéria. Na morfometria foram
utilizadas as asas dos espécimes coletados e de 3 outras amostras identificadas
de M. g. quadrifasciata, M. g. anthidioides e M. mandacaia. Os dados foram
submetidos a Analises de Agrupamento, Analise de Componentes Principais,
Analise de Variaveis Candnicas, Analise de Variancia de Procrustes e teste de
correlagdo de matrizes. As analises dos dados morfométricos sdo congruentes e
apontaram a M. . quadrifascita como a identidade da espécie coletada. A
andlise de validacao cruzada e a correlacdo de matrizes nao apresentou
significancia, denotando grande similaridade intrapopulacional. O DNA total de
cada amostra foi submetido a analise de PCR/RFLP (enzimas: Taq I, Vsp | e Mbo
), identificando um unico padrao de haplétipos para a populacado de abelhas da
foz, evidenciando a grande similaridade genética. E importante ressaltar que
todos os ninhos estavam localizados em coqueiros que seriam condenados pela
baixa produgdo ocasionada pelos danos decorrente de pragas, além da
baixissima oferta de outros locais para nidificagdo, o que configura altissimo risco
de extingao populacional.

Palavras-chave: Melipona quadrifasciata, Morfometria, Distribuicdo espacial,
PCR/RFLP.



ABSTRACT

In the genus Melipona, a bee Melipona quadrifasciata is one of the best known
species and is divided into two subspecies M. q.quadrifasciata and
M. g. anthidioides. This study aimed to evaluate the identity of bees mandacaia
the northern coast of Sergipe through morphometric and molecular techniques,
and verify the possible geographic barrier represented by the Rio Sao
Francisco. The survey was conducted in a total area of 30ha subdivided into three
fragments in the municipalities of Piagabugu - AL, Brejo Grande — SE, llha da
Criminosa - SE. Were recorded in 14 colonies mandagaia Brejo Grande and
collected 10 specimens of each colony. No nest was located on the llha da
Criminosa and Piagabugu, which reinforces the hypothesis that the Rio Séao
Francisco could're representing a geographical barrier to the spread of the
colonies. The spatial distribution of nests on a scale of 10ha, can be considered as
random. Morphometry were used in the wings of the specimens collected and
identified three other specimens of M. g. quadrifasciata, M. g. anthidioides and
M. mandacaia. The data were subjected to cluster analyzes, principal component
analysis, canonical variate analysis, Procrustes analysis of variance test and
correlation matrices. Analyses of morphometric data are congruent and identified
the M. g. quadrifascita as the identity of the species collected. The analysis of
cross-validation and correlation matrices showed no significance, showing great
similarity intrapopulation. Total DNA from each sample was subjected to analysis
of PCR / RFLP (enzymes: Taq I, Vsp | and Mbo ll), identifying a unique pattern of
haplotypes for the bee population of the mouth, showing the high genetic
similarity. All nests were located in palm trees that would be condemned by the
low production due to damage caused by pests, besides the very low supply of
other sites for nesting, which sets very high risk of population extinction.

Keywords: Melipona quadrifasciata, Geometric morphometry, Spatial distribution,
PCR / RFLP.
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1 - INTRODUCAO
1.1 — Sobre o género Melipona.

As abelhas da tribo Meliponini estdo entre as mais diversificadas em sua
morfologia e comportamento biolégico dentre as abelhas eussociais, sendo
denominadas popularmente como abelhas sem ferrdo, por possuirem ferrdo
atrofiado. Essas abelhas sao altamente diversificadas na regido neotropical, com
aproximadamente 55 géneros e cerca de 350 espécies (MICHENER, 2000). Sao
abelhas que vao de minusculas a médias, em geral robustas, que de maneira geral
desempenham importantes fungdes ecoldgicas, especialmente como polinizadoras.
Todas as espécies do género Melipona llliger (1806), sdo eussociais, embora
algumas delas apresentem comportamento de pilhagem de colénias de outras
espécies (SILVEIRA et al., 2002). A Melipona quadrifasciata € uma das espécies
mais conhecida deste género e é denominada popularmente por Mandacgaia, nhome
que tem origem indigena que significa vigia bonito (manda: vigia; c¢ai: bonito),
derivado do comportamento dessa espécie em manter uma abelha presente na
entrada do ninho vigiando a colmeia. A Mandagaia esta dividida em duas
subespécies Melipona quadrifasciata quadrifasciata (Lepeletier) e Melipona
quadrifasciata anthidioides (Lepeletier) (MOURE e KERR, 1950).

A identificagdo morfolégica da M. g. quadrifasciata e da M. q. anthidioides
¢ feita pelo padrao de bandas tergais amarelas e continuas (trés a cinco bandas) do
3° ao 6° segmento em operarias € machos de M. . quadrifasciata, e bandas
interrompidas (de duas a cinco bandas), em M. g. anthidioides (SCHWARZ, 1948),

(observar Figura 1).
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A B

Figura 1: Padrdo de bandas tergais de abelhas Mandagaia. A Melipona mandacaia; B — Melipona
quadrifasciata anthidioides; C — Melipona quadrifasciata quadrifasciata.

Os Meliponineos ocupam grande parte da regiao tropical do planeta, mas
ocorrem também em regides de clima temperado subtropical (NOGUEIRA-NETO,
1997). Cerca de 40 espécies de meliponas estdo distribuidas do México até a
Argentina (CAMARGO, 1979; MICHENER, 2000). A M. quadrifasciata segundo
Camargo e Pedro (2008) esta distribuida na regiao neotropical, Argentina, Paraguai
e Brasil nos Estados de Alagoas, Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul,
Minas Gerais, Parana, Paraiba, Pernambuco, Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro,
Santa Catarina, Sergipe e Sao Paulo. Tratando-se das duas subespécies de M.
quadrifasciata, Waldschmidt et al., (2000) e Batalha-Filho et al., (2009) relataram a
ocorréncia da subespécie M. . quadrifasciata no Estado de Sergipe, informacéao
conflitante com Camargo e Pedro (2008) que citam a ocorréncia da M. q.

anthidioides em Sergipe e a auséncia de M. . quadrifasciata.

Regides com a ocorréncia das duas subespécies de M. quadrifasciata séo
encontradas entre os Estados de Sao Paulo e Minas Gerais caracterizadas pela
formacédo de individuos com fendtipos intermediarios para o padrdo de bandas
tergais, fato amplamente divulgado na literatura cientifica (MOURE e KERR, 1950;
MOURE, 1975; MELO; CAMPOS, 1987; SOUZA et al., 2008). Batalha-Filho et al.
(2009) também relatou que na regido central do Estado de Sao Paulo observou
padrées de listas tergais com formas hibridas entre M. g. anthidioides e M. q.
quadrifasciata.



11

A fim de diferenciar as subespécies de M. quadrifasciata, Waldschmidt et
al., (2000) utilizaram padrées moleculares de RAPD para as espécies de M. (.
quadrifasciata e M. q. anthidioides que apresentavam padrdes divergentes. Porém
individuos fenotipicamente parecidos com M. g. quadrifasciata do norte do Estado de
Minas Gerais ndao apresentavam esse mesmo padrao, indicando um possivel local
de hibridizagao (WALDSCHMIDT et al, 2002).

Apesar da ocorréncia de espécies de mandagaia no Estado de Sergipe,
poucos estudos foram desenvolvidos com essas abelhas nessa regido. Souza et al
(2006) relataram a ocorréncia de M. . quadrifasciata em Brejo Grande, municipio
sergipano localizado na regidao da foz do rio Sdo Francisco, na qual predominam
areas de coqueirais distribuidas em regides de restinga. Esses autores encontraram
ninhos localizados em troncos de coqueiro (Cocos nucifera), provavelmente pela

inexisténcia de outros locais para nidificagao (Souza et al., 2006).

A biogeografia das espécies também pode ser modificada por agdes
antropicas em funcdo do grande potencial do homem em causar impactos nas
comunidades locais de abelhas, em funcdo da eliminagcdo de fontes de alimento,
destruicdo de substratos de nidificagdo, especialmente na medida em que esta

ocupacéo se estende por grandes regides (SILVEIRA, 2002).

Algumas espécies de Melipona e de outros meliponineos constroem seus
ninhos somente em ocos de arvores vivas e sdo bem sensiveis ao desmatamento
(ZANELLA et al., 2003). O processo de escolha de um novo local de nidificagao
inicia-se quando a coldnia esta bem desenvolvida e em condi¢cdes para a formacao
de um novo ninho. Assim comega a atividade de enxameagem a procura de um
novo local de nidificagdo. Neste periodo € possivel perceber um grupo de operarias
a procura de local para estabelecer uma nova colénia (KERR et al, 1996). Oco de
arvores, paredes ou pedras sdo os principais locais para nidificacdo. Para a sua
criacdo € comum o uso de corticos e/ou caixas racionais (CARVALHO et al., 2003).
Nas mandagaias a entrada do ninho é construida com geoprépolis (mistura de barro

com resina de plantas), apresentando um orificio com didmetro suficiente para a
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passagem de uma unica abelha por vez, e geralmente ornamentado com sulcos
radiais (NUNES et al., 2007).

Nas espécies generalistas, como os Meliponini, os individuos tém
habilidade fisica, fisiolégica e comportamental para visitar varios tipos de flores,
sendo numericamente dominantes entre os insetos visitantes florais (RAMALHO,
2004). As abelhas sem ferrdo coletam o pdlen e néctar saindo a procura de flores
poliniferas e nectariferas, deixando uma pequena trilha de cheiro na fonte de
alimento encontrada. As campeiras chegam a coldnia e distribuem alimentos para as
outras operarias emitindo sons que indicam a distancia da fonte, nesta a operaria
marca a flor com uma secregao glandular identificando a fonte de alimento (KERR et
al, 1996).

A atividade de forrageio das meliponas sofre influéncia de diversos fatores
abidticos, que isolados ou em conjunto, afetam a atividade de voo, tais como a
temperatura, umidade relativa, a intensidade luminosa e a velocidade do vento
(KLEINERT et al, 2009). Para os meliponineos, ha duas premissas para o forrageio:
o deslocamento com ponto central, isto é, a colénia, e a necessidade de voltar a
essa, 0 que torna critico o equacionamento do custo de forrageio associado a
distancia da fonte floral. Para esses forrageadores tdo pequenos, com consumo
elevado de energia durante o voo, a distdncia de forrageamento depende da

capacidade de estoque de néctar no papo (KLEINERT et al., 2009).

O surgimento de um novo ninho de M. quadrifasciata é gradativo e a
colonia “filha” fica dependente da colénia mae por algum tempo, até que o novo
ninho fique estruturado e independente para a sobrevivéncia. Dessa forma a
proximidade entre a colénia mae e filha é fundamental, pois quando o ninho estiver
pronto para receber a nova rainha ela migra da colénia mae para o novo local onde
se desenvolvera a colbnia filha; com ela partem mais operarias e, finalmente, a

colbnia se estabelece independentemente da colénia mae (AIDAR, 1996).

Um comportamento importante nas colmeias de Melipona € que a rainha
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fisogastrica possui o abdome muito desenvolvido, 0 que a torna muito pesada para
voar. Esse aspecto gera restrigdes diretas no padréo de dispersao das populagdes
(GILLOTT, 1980). Ainda que a distancia maxima de voo dessas espécies esteja na
faixa de dois quildmetros de raio ao redor da coldnia, a fundagdo de novos ninhos é
limitada a poucas centenas de metros ao redor da colbénia mae, diferente do
processo de nidificagdo no género Apis, por exemplo, onde a enxameagem é
realizada por um grande numero de operarias juntamente com a rainha antiga e

pode se deslocar por muitos quilémetros (ARAUJO, 1997).

Diversos autores consideram M. quadrifasciata uma espécie generalista.
Antonini et al. (2006), em pesquisa realizada em uma area preservada no Estado de
Minas Gerais, verificaram a coleta de podlen por M. quadrifasciata em 19 espécies de
planta, dados que concordam com Absy et al. (1984) que analisaram o pdlen
coletado em diversos ninhos de Melipona, tendo constatado a utilizacdo de mais de

10 espécies de plantas.

Os meliponineos por serem espécies generalistas exercem bastante
influencia no sucesso reprodutivel das arvores da Mata Atlantica, desempenhando
um papel relevante na regeneragao natural da floresta (RAMALHO, 2004). Segundo
Kerr (1994), de 40 a 90% das arvores das florestas tropicais sdo polinizadas por
meliponineos. Essas espécies desempenham um importante papel como agentes
polinizadores em diversos ecossistemas brasileiros (KERR, 1987; NOGUEIRA-
NETO, 1997; TAVARES et al., 1999; SILVEIRA et al., 2002 ).

Em funcdo da grande fragmentagédo florestal, algumas populagbes de
meliponineos estdo isoladas devido a grande distédncia entre estes fragmentos,
comprometendo a diversidade génica das abelhas e reduzindo a disponibilidade dos
recursos troficos, o que pode levar a perda de col6nias naturais (CARVALHO et al.,
2003). Segundo Araujo et al. (2004) algumas espécies de Melipona encontram-se
ameacadas de extincdo, especialmente pela perda de pequenas populagdes locais

por efeito de deriva genética, quase sempre relacionada a pressdes antropicas.
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Ao longo de varias geragdes as frequéncias alélicas populacionais flutuam
de uma geracgdo para outra por efeito de deriva genética, um efeito estocastico
relacionado diretamente ao tamanho efetivo das populacées, ocasionando nos
demes a perda da diversidade genética e fixagao de alelos dentro da populagéo e,
consequentemente, redugcdo do potencial evolutivo. Além da deriva genética, a
endogamia — cruzamento de individuos aparentados — também €& um fator que
contribui para a diminuigdo da variabilidade genética em pequenas populag¢des
locais, o que provoca o aumento de similaridade dos individuos de uma populacéo,
elevando a homozigozidade (FRANKHAM et al., 2008).

Efeitos da selecdo natural sobre populagdes locais também devem ser
considerados em estudos que avaliam a estrutura genética populacional. Em
populacdes fechadas as frequéncias alélicas mudam predominantemente através da
selecdo e deriva genética. Em populagdes pequenas a deriva genética é a forca
dominante que causa mudangas na frequéncia alélica, mesmo sujeitos a selegéo
natural (FRANKHAM et al., 2008).

Na estrutura genética dos meliponineos, assim como nos demais
himendpteros, os machos sao geralmente hapldides e as fémeas dipldides,
fendbmeno denominado haplodiploidia, em que os machos sao originados
partenogeneticamente pela fémea (partenogénese arrenétoca) (KERR, 1950). No
entanto, uma excegcdo a essa regra € determinada por conta de um locus
denominado Xo que, quando em homozigose (xo'xo', por exemplo), induz ao
desenvolvimento de machos diploides. Entdo se uma rainha de Melipona com alelos
sexuais xo0'xo? acasalar com um macho xo' ou xo?, tera 50% de sua prole diploide
composta por machos (KERR, 1987; NASCIMENTO, 1996). De tal modo que estes
machos inviaveis para a colénia sao eliminados pelas operarias e, em alguns casos
com grande produgdo de machos diploides, as rainhas também s&o sacrificadas
(Kerr et al., 1996).

Em Meliponini, a deriva genética € um fator importante na perda de

populagdes locais, uma vez que as populagdes de Melipona sao sensiveis a deriva
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genética especificamente pela homozigose no locus Xo de determinagdo sexual
(CARVALHO et al., 1995; ARAUJO, 2002; 2004). A perda de alelos e extingdo de
populagdes locais foi documentada por Kerr e Vencovsky (1982), que concluiram
que uma populagao de Melipona deveria conter no minimo 44 colbnias para reverter

o risco de uma rapida extingao.

A avaliagdo da variabilidade genética da espécie € um importante
parametro para a definicdo de programas de manejo e conservagado de espécies,
principalmente para aquelas sob forte pressao antropica. Além disso, a baixa
diversidade genética geralmente leva ao aumento dos niveis de endogamia, o que
pode reduzir a aptiddo de individuos e populagdes. Uma avaliagao da diversidade
genética é, portanto, central para a genética de populagbes e tem muito importantes

aplicagcdes em biologia da conservagcao (FREELAND, 2005).

1.2 — Técnicas Moleculares

Os grandes avangos na biologia molecular nas ultimas décadas
permitiram o desenvolvimento de uma variedade de métodos que auxiliam as
pesquisas em genética da conservagao. Dentre as técnicas moleculares com base
na reagao de cadeia de polimerase (PCR), a técnica RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) atualmente vem sendo empregada em estudos genéticos
pela deteccdo de polimorfismo de tamanho de fragmentos utilizando enzimas de
restricdo. De acordo com Ferreira e Grattapaglia (1998) os marcadores obtidos com
base em RFLP possuem expressao co-dominante, ou seja, em cada loco estudado

€ possivel identificar genétipos heterozigoticos e homozigoticos.

A técnica PCR consiste, fundamentalmente, na amplificacdo de
fragmentos de DNA. Para este procedimento, utiliza-se um equipamento conhecido
como termociclador, que submete a amostra e reagente a ciclos subsequentes de
temperatura variaveis, que permitem a desnaturacdo da molécula de DNA, o

anelamento dos primers e a extensdo da sintese de uma nova fita catalisada por
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uma enzima DNA Polimerase termoresistente (TORRES et al., 2004).

Francisco et al (2001) utilizaram 17 enzimas de restricdo para
caracterizar, cinco espécies de Plebeia, utilizando marcadores PCR/RFLP, sendo
identificados 30 sitios especificos de restricdo, demonstrando alta variabilidade
genética entre as espécies analisadas. Souza et al (2008) utilizaram o método de
PCR/RFLP com cinco enzimas de restricao (Bgl I, Dra |, Mbo |, Taq | and Vsp I)
para identificar um marcador genético para subespécies e detecgdo de coldnias
hibridas de Melipona quadrifasciata. Estes autores concluiram que apenas a enzima
Vsp | apresentou padréao de restrigdo capaz de diferenciar M. g. quadrifasciata de
M. g. anthidioides. No entanto, Morreto e Arias (2005) conseguiram identificar

padrdes de restricdo diferentes entre as duas subespécies com a enzima Bgl Il.

1.3 - A morfometria Geométrica

A analise morfométrica é utilizada para avaliar os padrbes de variagao
geografica e diferenciacdo intraespecifica em abelhas (RUTTNER, 1988). A
definicdo da forma de uma estrutura biolégica é regida por processos que operam
em diferentes escalas e niveis organizacionais de complexidade. O aspecto
fenotipico macroscépico de uma estrutura bioldgica €, portanto, o resultado das
interagbes entre regras morfogenéticas e os mecanismos extrinsecos relacionados
aos fenbmenos ecolégicos e as forgas evolutivas estocasticas e/ou deterministicas
(LEVIN, 1992).

Os ecologos discutem que a forma e o tamanho de um organismo, devem
caracterizar os aspectos como alimentacdo, microhabitat, pressdo seletiva,
competicdo e predacado, visto que a forma e o tamanho de um organismo é o
resultado de sua evolugao. Os geneticistas estimam a hereditariedade de caracteres
morfométricos, pois podem quantificar e separar as influéncias genotipicas das
ambientais sob o fendtipo de uma populacéo (PERES et al., 1995).
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Estimativas de herdabilidade para caracteres morfologicos, utilizando
diversas metodologias, tém se mostrado elevados, especialmente para os caracteres

de tamanho (h2>0,6) 0 que demonstra que tais caracteres sdo bons indicadores de
processos evolutivos atuando nas populagdes de abelhas (DINIZ-FILHO e BINI,
1994), e que possuem elevado componente genético para avaliar as estruturas
populacionais (DINIZ-FILHO e PIGINATA ,1994). As asas dos insetos sao estruturas
laminares 6timas para analise morfométrica bidimensional, uma vez que sao planas,
possibilitando a obtengdo de grande parte das informagdes (NUNES et al., 2007).
Outro fator bastante positivo, do ponto de vista analitico, € a presenca de diversos
marcos anatdmicos presentes, principalmente, nas interse¢des entre as nervuras.
Pouco se sabe, no entanto, sobre as implicagdes funcionais da variagdo morfologica
das asas nos insetos (GRODNITSKY, 2000).

Nos meliponineos a maior parte da variagdo morfolégica ocorre de forma
independente, ja que em abelhas sociais o tamanho do corpo das operarias ¢é
explicado pela adaptagdo relacionada a atividade de forrageio e exploracdo de
recursos florais (BAUMGARTNER e ROUBIK, 1989).

Durante o rapido desenvolvimento da morfometria geométrica, nas trés
Ultimas décadas, tornou-se mais consistente tedrica e tecnicamente. Questdes como
“‘qual seria o melhor método para a remocgéo do efeito do tamanho generalizado”
passaram a ser problemas do passado, uma vez que as técnicas de morfometria
geométrica removem instantaneamente os efeitos de tamanho. Inicialmente um dos
problemas em se utilizar estas novas técnicas eram as dificuldades matematicas e
computacionais subjacentes (ROHLF e BOOKSTEIN, 1987). No entanto, nos ultimos
anos, diversos programas para microcomputadores foram desenvolvidos e sé&o
disponibilizados gratuitamente. Além disso, o volume de informagdes bibliograficas
sobre morfometria geométrica vem aumentando gradativamente, expondo de forma
adequada a teoria, métodos e aplicagdes em investigacdes bioldgicas (MONTEIRO
e REIS, 1999).

Entre os métodos diretos utilizados, se destaca a utilizacdo de marcos
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anatbmicos para representar as formas de uma maneira compreensiva por meio
dados numéricos médios. Os dados podem ser obtidos através de coordenadas
médias de marcos distribuidos perifericamente, ou dentro das estruturas
analisadas, ou ainda por meio das distadncias entre marcos anatdémicos escolhidos
diretamente para cada espécie (DI MARE e CORSEUIL, 2004). Estas coordenadas
possibilitam a utilizacdo de varias ferramentas estatisticas, como analise de
componentes principais, de variaveis candnicas, ANOVA (analysis of variance —
analise de variancia), MANOVA dentre outros, e a escolha vai depender dos

objetivos do estudo.

Para detectar padrées entre individuos ou conjunto de variaveis a ACP
(andlise de componentes principais) transforma o conjunto de variaveis originais em
um novo conjunto de dados, os quais sao deduzidos em ordem decrescente de
importancia, sendo que o primeiro componente contém o maximo possivel de
variacdo dos dados originais (MONTEIRO e REIS, 1999). No caso da analise de
variaveis canénicas (AVC) os dados sao trabalhados com a delimitagdo de grupos.
Dessa forma segundo Monteiro e Reis (1999) a AVC constréi uma matriz que
quantifica a variagao dentro do grupo e entre os grupos, objetivando maximizar a

variagédo entre os grupos relativa a variagao dentro dos grupos.

Em analises realizadas por Silva (2006) para o género Plebeia,
estudando seis espécies diferentes, foi observada uma grande divergéncia dentro
dos grupos, sendo possivel a diferenciacao de 93,4% dos individuos corretamente
nos testes de validagdo cruzada. A técnica morfométrica também demonstrou ser
eficiente na discriminagdo de individuos de diferentes populagdes de Nannotrigona
testaceicornis (MENDES et al., 2007).

Nunes et al. (2008), por meio de analise morfométrica, estudaram
populagdes de Melipona quadrifasciata da regido semiarida da Bahia, identificando
trés grupos distintos de acordo com a distribuicdo geografica. Os autores ainda
concluiram que nao existia divergéncia genética significativa entre estas

populacgdes.
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O crescente interesse de pesquisadores na utilizagdo de técnicas
moleculares tem provocado uma redugdo no numero de pesquisadores na area de
morfometria. No entanto, a morfometria geométrica exige menor investimento
laboratorial, baixo custo de analise, especialmente pelo desenvolvimento de varios
softwares gratuitos, usados na identificagdo de espécimes, em estudos de variagao
populacional, biogeografia, evolugdo, assimetria flutuante, além do crescente
numero de estudos associando dados moleculares com morfometria geométrica
(ARAUJO, 2010).

1.4 — Aregiao da foz do Rio S&o Francisco

A regido da foz do Rio Sédo Francisco corresponde a regido dos
municipios de Brejo Grande e Pacatuba no Estado de Sergipe e Piagabugu no
Estado de Alagoas. O litoral norte do Estado de Sergipe € caracterizado por
ecossistemas de dunas, restingas, manguezais, ilhas e lagoas; além de possuir
remanescentes de Mata Atlantica, especialmente na APA (area de protegao
ambiental) Litoral Norte, area de conservacéo que faz sobreposicdo com a area da
Rebio (Reserva Biolégica Santa Isabel) e compreende um trecho de 10Km de

largura delimitados pelos Rios Japaratuba e Sao Francisco (SILVA e SOUZA, 2010).

No municipio de Brejo Grande a vegetagdo esta representada por
espécies pertencentes as formacdes pioneiras, apresentando recursos floristicos
com espécies tipicas, caracteristicas dos ambientes de Areas de Influéncia Marinha
(Restinga), de Influéncia Fluviomarinha (Mangue) e de Influéncia Fluvial (ALVES et
al., 2007). A predominancia de monocultura de coco e pecuaria, além do grande
cultivo de arroz, vem alterando a paisagem da regido. Projetos em tecnologias
sociais estdo possibilitando na regido de Brejo Grande a insergédo de trabalhos com
meliponineos (meliponicultura), visto que membros da comunidade local ja possuem

conhecimentos de apicultura, com a producao de mel e pélen apicola.

Piagabugu, municipio alagoano também pertencente a regido da foz do

Rio Sao Francisco, e Brejo Grande —SE, possuem areas fitoecoldégicas similares,
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com uma floresta estacional decidual. Sua area de cobertura encontra-se bastante
descaracterizada em sua originalidade, seja no total desmatamento para o cultivo de
coqueirais, fazendas e currais privativos do gado bovino. Caracteriza-se também por
uma sucessao de interflivios alinhados pelo Nordeste/Sudeste, e ligeiramente em
forma de “S”, mantendo-se a 3m acima do nivel do mar, com decaimento no sentido
interior/litoral. Tanto esse suave declinio quanto a sucesséao de interfluvios (corddes),
indicam o recuo paulatino do nivel do mar, na sua ultima fase regressiva ocorrida no
quaternario (SOUZA, 2000). Em Piagabucu encontra-se a APA de Piagabucgu, area

de conservacédo ambiental de importante relevancia para a Regiao.

O fato de todos os ninhos de mandacaia encontrados na regido da foz do
rio S&o Francisco por Souza et al (2006) estarem localizados em troncos de coqueiro
gera grande preocupagao em termos de conservagao, em fungcdo dos seguintes
aspectos: 1 — coqueiros antigos s&o geralmente substituidos por novos, visando o
aumento da produtividade mediante o controle da broca do coqueiro e doencas por
eles transmitida, reduzindo dessa forma os locais de nidificacdo das abelhas
mandacaia; 2 — a existéncia de numero populacional expressivo de abelhas
mandacgaia na regido evidenciada pela detecgédo de 13 ninhos em 90 coqueiros
investigados; 3 — apesar dessas abelhas terem sido identificadas como M. q.
quadrifasciata, o padrao de bandas tergais ndo coincide totalmente com o padréo
esperado para essa subespécie; 4 — em se tratando de uma regido delimitada por
um rio de grande porte e por nenhum estudo ter sido realizado com abelhas
mandagaia na regido da foz do rio Sdo Francisco em sua margem pertencente ao
Estado de Alagoas, ndo se sabe se o rio representaria uma barreira geografica para
essa espécie; 5 — agdes de conservacao e uso racional para essas abelhas ainda
nao foram empreendidos na regido e sO poderiam ser realizados de forma
sustentavel com o conhecimento das popula¢gdes de abelhas e das demais variaveis
relacionadas a sua conservacéo, incluindo as populagées humanas e uso do solo da

regiao.
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2 —-0OBJETIVOS
2.1 — Geral

Avaliar a identidade das populagdes de abelhas mandacgaia (Melipona
spp.) do litoral norte do Estado de Sergipe por meio de técnicas moleculares e
morfométricas, e verificar a possivel barreira geografica representada pelo Rio Sao
Francisco; como subsidio para a conservacao e ampliacdo do conhecimento sobre o

grupo no Estado de Sergipe.
2.2— Especificos

i - Avaliar a identidade das abelhas, com base em critérios morfolégicos

(morfometria geométrica) e moleculares(PCR/RFLP);

ii - Avaliar a ocorréncia e a distribuicado espacial dos ninhos de Melipona spp.

em uma area de 30 hectares;

iii - Verificar, a possivel barreira geografica representada pelo Rio Sé&o

Francisco para as espécies desse género;
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Area de Estudo

O primeiro local de estudo esta localizado no povoado Cabeco, no
municipio Brejo Grande (Latitude: S 10°28°471”, Longitude: O 36°26°212"), localizado
a margem do Rio Sdo Francisco em Sergipe, numa regido tipica de restinga e

coqueirais (Cocos nucifera L.).

Piagabugu - AL 3 '-’-

Brejo Grande - SE

Illha da Criminosa

Figura 2: Regido da Foz do Rio Sao Francisco evidenciando os trés pontos de coleta: Brejo
Grande - SE, Ilha da Criminosa - SE e Piagabucu - AL.

O segundo ponto de coleta esta localizado no municipio de Piagabugu -
AL (Latitude: S 10°26'960”, Longitude: O 36°24’806”), e um ponto intermediario
formado pela Ilha da Criminosa (Latitude: S 10°28'470”, Longitude: O 36°24’687")
localizada entre Brejo Grande e Piagcabugu, ainda no territério de Sergipe. Os pontos
localizados na ilha apresentam fisionomia distinta da regido de Brejo Grande e
Piacabugu, sendo formados principalmente por terrenos alagados caracterizados
como varzeas, utilizadas pelos moradores locais atualmente para o plantio de
coqueiros (nas regides elevadas) e cobertas por aningas (Montrichardia arborescens
L.) nas regides mais baixas, sendo também historicamente utilizadas para o plantio

de arroz com técnicas de represamento.
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3.2 — Coleta de material

A busca por ninhos foi feita em uma area total de aproximadamente 30
hectares distribuidos nas trés localidades mencionadas. O procedimento de
rastreamento foi percorrendo os troncos de coqueiro e outros potenciais locais de
nidificacdo ao longo da area delimitada previamente, utilizando o mesmo esforgo
amostral (03 rastreadores). Cada coldnia foi georreferenciada e 10 espécimes foram
coletadas com o auxilio de rede entomoldgica e registrado as caracteristicas de
atividade, morfologia e altura dos ninhos.

Foram capturadas 10 operarias de cada ninho. As abelhas capturadas
foram colocadas em recipientes numerados, para representar cada colbnia,
contendo alcool 70% para a conservagao do material. No retorno ao laboratério
todos os recipientes foram refrigerados a -20°C em freezer e mantidos assim até a

extracdo de DNA.

3.3 - Analises moleculares
3.3.1 - Extragéo de DNA

Para as analises moleculares da populagao da foz do Rio Sdo Francisco
foram utilizados 10 individuos de cada colénia. Para efeito de comparacdo foram
obtidos 10 espécimes de M. mandacaia, M. . quadrifasciata e M. quadrifasciata
anthidioides, junto a Universidade Federal do Recdncavo da Bahia, em Cruz das
Almas - BA.

Com base no protocolo de Waldschmidt et al (1997) para procedimento de
extracdo de DNA utilizou-se uma operaria adulta conservada em microtubo com 1,5
mL em &lcool 70% e acondicionada em freezer —20°C, posteriormente foi extraido o
abdome e asas, em seguida o material foi macerado com pistilos e homogeneizado
com tampéo de extragcdo (100 mM Tris-HCI, pH 8,0, contendo 2% CTAB, 1,4 M
NaCl, 20 mM EDTA e 100 ug/ml proteinase K). As amostras foram desproteinizadas
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duas vezes com fenol-cloroformio (proporgdo 1:1). Apds a desproteinizagdo as
amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 5 minutos. O acido nucléico foi
precipitado pela adicdo de um volume de isopropanol frio (proporgéo 1:1) e incubado
a -20°C por 30 minutos. Em seguida centrifugou-se a 12.000 rpom por 30 minutos,
formando o pelet no fundo do tubo, o qual foi lavado com alcool 70% e ressuspenso
em 25 pL de TE (10 nM Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM EDTA PH-8); e armazenado a -20°C.

Para verificar da integridade do DNA extraido (Figura 3) foi utilizado 1uL
da solugdo de DNA, 9uL de agua ultra pura e 2uL de corante BlueOrange para cada
amostra, submetidos a eletroforese com TBE 1X (89mM Tris-base, 89mM acido
borico e 2mM EDTA dissodico) em gel de Agarose (0,8%) juntamente com o padrao
de peso molecular LowRanger 100bp (Norgen®).

E O T e T e == -
] ' 6 7 8 910 R a 56 78 9 10
DNA

Total—:—-b"..’-... ..’.ﬁ-.ﬁtﬂﬂ
Marcador {

a:.z’:f:,{é"“'"" .!h pere

ANO0INESE sagad@e sy,

Figura 3: llustracdo do gel de agarose (0,8%) para verificagdo da integridade de DNA com Marcador

de peso molecular e sentido da corrente elétrica.

A quantificacdo do DNA foi feita por meio de método colorimétrico usando
o nanocolorimetro Qubit (Invitrogen ®) utilizando 1uL de solugdo com DNA extraido
diluida em 199 uL de mix preparado com Buffers BrodRanger que acompanham o kit

do Qubit. Apds quantificagdo a solugédo de DNA de cada amostra foi padronizada a
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concentragédo de aproximadamente 35 ng/uL.

3.3.2 - Identificacdo Genética das espécies pelo método PCR/RFLP

A partir do DNA purificado e quantificado foi realizada uma reagao de
amplificagdo por PCR especifica para a regido mitocondrial do gene citocromo b
usando os primers 5-TATGTACTACCATGAGGACAAATATC-3'(forward) e 5'-
ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT-3" (reverse) descritos por Crozier et al.
(1991). As reacbes foram desenvolvidas em um volume final de 30uL contendo
1,5uL de cada primer (concentragdo 5uM), 15 pyL de Taq Master Mix RED com
1,5mM MgCl, (Amplicon ®), 10,5uL de agua ultra pura e 1,5uL de DNA extraido a
concentragdo de 35ng/uL. Os ciclos de amplificacdo foram repetidos 45 vezes
seguindo o protocolo basico de 15 segundos a 94°C para desnaturagdo, 30
segundos a 37°C para anelamento dos primers e 1 minuto a 72°C para extensao,
precedido de um estagio de dois minutos a 94°C e finalizado a um estagio de 5
minutos a 72°C. A digestdo dos produtos de amplificagdo do mtDNA do gene
citocromo b foi realizada utilizando 20uL para o volume total da reacgao, utilizando
4uL do produto de PCR e 6 unidades das enzimas de restricdo em tampéo
apropriado. A digestdo enzimatica ocorreu durante 2 horas a 37°C com duas
enzimas de restricdo (Mbo I, e Vsp |) e 2 horas a 65°C com a enzima Taq I. Os
fragmentos foram submetidos a eletroforese em Tampao TBE (Tris-borato 89mM,
EDTA 2mM, pH 8,0) e em gel de agarose a 2%, a 100V . Em seguida, o gel foi
corado em solugao de TBE 1X com brometo de etidio e revelados em transluminador

(sob luz UV) e fotografados por sistema de foto-documentagéo.

A selecao das bandas e identificagdo do peso molecular foi realizada no
softwate GelAnalizer versdo 2010 (LAZAR, 2010).
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3.4 - Andalises morfométricas

Para as analises morfométricas também foram utilizados10 individuos de
cada colbnia; foi isolada a asa esquerda anterior de cada espécime (Figura 4),
utilizando tesoura e pingas entomoldgicas. Sob estereomicroscopio essas asas
foram montadas em laminas identificadas com os dados referentes as amostras. As
fotomicrografias digitais das asas anteriores foram organizadas no software TpsUtil e
mensuradas utilizando o programa TpsDig2 versdo 2.10 (ROHLF, 2006). A escolha
das estruturas anatdmicas para esta anadlise foi realizada levando-se em conta a
forma geométrica da estrutura que pudesse ser bem apresentada num plano

bidimensional (Figura 5).

iy

L™

Figura 4: Asa anterior esquerda de Melipona coletada em Brejo Grande - SE

6

Figura 5 - Morfologia da asa esquerda anterior com os marcos anatémicos utilizados nas analises

morfométricas.
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Os marcos anatémicos foram transformados em coordenadas cartesianas
e analisados pelo método de superposi¢céo ortogonal pelos quadrados minimos. As
coordenadas cartesianas dos marcos anatdmicos de cada conjunto amostral foram

adquiridas e salvas, usando-se o programa TpsDig2 (ROHLF, 2006).

Estas coordenadas foram reajustadas por superposicdo ortogonal por
meio de configuragdes de critério dos quadrados minimos utilizando o programa
MorphoJ (KLINGENBERG, 2008). A técnica utilizada para superposi¢gao minimiza a
soma do quadrado das distancias entre os marcos anatémicos homdélogos, por
parametros que rotacionam, transladam e proporcionalizam as configuragdes. A
partir das coordenadas resultantes foram obtidas as formas médias para cada

unidade amostral.

Apods os ajustes de tamanho, posicao e orientagao realizados, e geragao
de uma matriz de Covariancia foi realizada a analise de Componentes Principais e
uma Analise de Variaveis Canbnicas para identificagdo de grupos com base na
utiizacdo de dez espécimes de M. mandacaia, M. . quadrifasciata e M.
quadrifasciata anthidioides, fornecidas pela Universidade Federal do Recdncavo da
Bahia, em Cruz das Almas — BA comparadas as meliponas da regiao da foz do Rio
Sé&o Francisco. Além da constituicdo de grupos, o grau de diversidade populacional
foi observado pela Andlise de variaveis candnicas. Para identificar a existéncia de
diferenga entre os grupos, para o tamanho e forma dos individuos, foram realizadas

analises de variancia (ANOVA) de Procrustes.

Uma analise de validagdo cruzada entre os scores de Componentes
principais e Varidveis canénicas, foi realizada com software Estatistica R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008) possibilitando verificar a correlagdo de

individuos com seus respectivos ninhos.

Utilizando o programa NTSYSpc (ROHLF, 2000), foi aplicado o teste de
Mantel para correlagédo, utilizando-se as matrizes de distadncias de forma de

Procrustes, e as distancias geograficas entre as colénias. As matrizes de distancias
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de Procrustes entre as colénias foram também analisadas pelo método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), que
resultou em arranjos a partir das distancias de forma das asas entre as colbnias, e
foi considerado nas anadlises desde que atinja coeficiente de correlagdo cofenética

igual ou superior a 0,7.

3.5 - Padrao de distribuicao espacial dos ninhos

Apos o completo rastreamento de cada area e marcagao dos ninhos,
foram tomadas as distancia entre ninhos e criada uma matriz triangular das

distancias. A qual foi utilizada para analise de correlagdo de Mantel.

O padrdao de agregacdo dos ninhos de mandacaia foi determinado
calculando-se o indice de agregacao (R) por meio do método do vizinho mais
préximo para testar a variacdo do indice de Agregacéo (R) de Clark e Evans (1954),
que mede o desvio entre o afastamento real dos pontos com relacdo a expectativa
r(E) de distribuicao aleatéria, dada por

r(E):%i

Jr

O calculo da distancia entre os pontos na distribuicdo observada a partir

dos dados de distancia dos vizinhos mais proximos resulta na média r(A), em que

r(A) :&

n

onde n é o numero de ninhos observados. O padrao de distribuicdo entao

€ dado por

TR
r(E)
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sendo a sua variagao 0<R<2.149

Portanto, quando R= 0, existe uma situagdo extrema de agregacao;
quando R= 2,149 a distribuicdo é completamente uniforme (reticulado hexagonal) e
quando R= 1, o padrao de distribuicao € aleatério. Além de serem analisadas as
distancias minimas entre ninhos, também foram medidas a distancia entre o local
em que o ninho estava alojado e o coqueiro mais préximo, independente desse ter
ou nao ninho; para que possa ser realizada a comparacao entre o padrao de

agregacao dos ninhos e o padrao de agregacao dos coqueiros.
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4 — RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 — Identidade e estrutura populacional

A analise morfométrica foi realizada utilizando as abelhas mandacaia
coletadas na foz do rio Sao Francisco (representada nesse trabalho pela sigla FOZ).
Estas foram comparadas com espécimes identificadas de M. . anthidioides
(ANTHIDIOIDES), M. q. quadrifasciata (QUADRIFASCIATA) e M. mandacaia
(MANDACAIA).

A analise de componentes principais (Figura 6) reduziu os dados em duas
variaveis mais representativas a partir da eliminagcdo de sobreposi¢cdo, gerando
novos componentes, em que o primeiro componente explica a maior variagao
existente, o segundo a segunda maior variagdo, e assim sucessivamente. Assim
observamos a formagao de dois grupos bem definidos. O primeiro em pontos
vermelhos composto pelos espécimes de M. mandacaia € um segundo grupo
composto por M. g. quadrifasciata (pontos azuis), M. g. anthidioides (pontos verdes)
e 0s espécimes coletados na Foz do Rio Sdo Francisco (pontos pretos). Dessa
forma, esta analise exploratoria separa claramente a Melipona mandacaia das

demais.

A Analise de Componentes Principais (ACP) n&o requer um agrupamento
a priori, pois € uma técnica de ordenagao exploratéria, possibilitando verificar a
presenca de grupos distintos em um conjunto de dados (CAVALCANTE e LOPES,
1998).

A analise de variavel canbénica (AVC) foi utilizada para distinguir as
variagcbes dentro do grupo, que € semelhante a Analise dos Componentes
Principais, exceto pela delimitacdo dos dados por grupo; permitindo, assim,
identificar a variagcdo entre e dentro dos grupos e formar agrupamento a priori
(CAVALCANTE e LOPES, 1998). O resultado da analise de variaveis candnicas
permitiu definir nitidamente o grupo a que pertence as meliponas coletadas. Na

figura 7 pode-se verificar a separagdo entre os trés grupos utilizados como
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parametro, com o grupo das abelhas da FOZ sobreposto ao formado pelas abelhas

M. g. quadrifasciata.

0,107

0,00

2 Componente principal

FOZ
ANTHIDIOIDES
QUADRIFASCIATA
MANDACALA

-010 T T T T T
-0,30 -0,25 -0,20 -015 -010 -0,05

1 Componente principal

-0,00 0,05

Figura 6: Analise de Componentes Principais comparando as colénias da Foz do Sdo Francisco (em

preto), M. g. anthidioides(Verde), M. g. quadrifascita (Azul) e M. mandacaia(Vermelho).
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Figura 7: Anadlise das Variaveis Candnicas comparando os grupos de abelhas, Foz do Sao
Francisco, M. g. anthidioides, M. q. quadrifasciata e M. mandacaia.

O dendograma gerado pela analise de agrupamento UPGMA mostra as
relacbes multidimensionais para o conjunto de observagdes. A analise resultou na
confirmacao de que a populacédo de meliponas da foz do Rio Sao Francisco € M. q.

quadrifasciata, obtendo um indice de correlagédo cofenética de 0,99 (figura 8).
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Figura 8: Dendograma dos grupos de abelhas com indice de correlagdo cofenética 0,99,
identificando o grupo em que as abelhas da FOZ estéo inseridas.

A definicdo de subespécies entre M. g. quadrifascita e M. g. anthidioides
com base nos caracteres morfoldgicos esta no padrao de bandas tergais, em que
sdo continuas em M. q. quadrifascita e interrompidas em M. . anthidioides. Porém,
Moure (1975) identificou abelhas com padrbes fenotipicos intermediarios,
caracterizando individuos hibridos. Este fato gerou duvida quanto a identidade da
mandacaia encontrada na foz do Rio Sao Francisco (SOUSA et al., 2006), pois as
primeiras listras tergais aparentavam ser interrompidas (Figura 9). No entanto
Batalha-Filho et al. (2009) relatou a ocorréncia de M. q. quadrifasciata no estado de
Sergipe. O que corrobora com a confirmagao da identidade da abelha Mandacaia da
foz, como M. Q. quadrifasciata, evidenciada na analise UPGMA e analise de

variaveis canobnicas.
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Figura 9: Padrao de bandas tergais da abelha Mandagaia encontra na foz do Rio Sao Francisco

A anadlise multivariada de um conjunto de caracteres fenotipicos pode ser
considerada como um conjunto de métodos apropriados para esclarecer relagoes
morfolégicas de diferentes populagdes de diferentes espécies e para detectar
semelhancgas intraespecificas, apesar do uso de caracteres morfoléogicos em
estudos taxondmicos possa apresentar algumas desvantagens devido a sua

heranca poligénica e a consideravel influéncia do ambiente (THORPE, 1976, 1987).

A analise de superposi¢cao ortogonal pelos quadrados minimos (ANOVA
Procrustes) demonstrou que comparacgao € significativa a diferenga entre os grupos
de abelhas quanto ao tamanho do centroide (p=0,0008) e quanto a forma
(p<0,0001).

Tabela 1: ANOVA de Procrustes para o tamanho das asas entre os grupos analisados.

Efeito SS MS df F P
Individual 2073669,39 691223,1299 3 5,9 0,0008
Residual 17588213,56 117254,7571 150

Tabela 2: ANOVA de Procrustes para a forma das asas entre os grupos analisados.
Efeito SS MS df F P

Individual 0,42547639 0,006446612 66 140,22 <0.0001
Residual 0,15171554 4,59744E-05 3300
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Para avaliar a identidade dos ninhos das M. q. quadrifasciata coletadas
na foz foi realizada a analise de validacao cruzada entre os scores de Componentes
Principais e Variaveis Canénicas da populagdo de M. g. quadrifasciata. A analise
correlacionou os individuos com seus respectivos ninhos, identificando corretamente
apenas 7% das abelhas as suas respectivas colénias. Esse resultado indica uma
alta similaridade entre as abelhas dos diferentes ninhos, ndo existindo, portanto,
variagdo morfomeétrica significativa entre as abelhas dos diferentes ninhos. O estudo
realizado por Francoy et al. (2008), com abelhas africanizadas conseguiu identificar,
aproximadamente 98%, os grupos de abelhas entre 394 colbnias utilizando a analise
de validag&o cruzada, evidenciando a acuracia desta analise. Em estudos realizados
com o género Schwarziana por Silva (2010), testes por individuos de validagao
cruzada identificaram de forma correta 70% das amostras de um total de 10

localidades,

Considerando que os caracteres morfologicos possuem alta herdabilidade
e elevado componente genético (DINIZ-FILHO e PIGNATA ,1994), os individuos da
populacdo de Melipona, com base nas analises morfométricas, possuem um alto
grau de parentesco e baixa variabilidade genética, o que poderia explicar a dificil
ligacdo entre as abelhas e seus respetivos ninhos pela analise de validagao

cruzada..

A endogamia é o primeiro fato a ser observado em uma populagao
pequena e com alto indice de similaridade. Em estudo feito Campos (1998) em
pequenas populacdes locais de Melipona rufiventris e Melipona modury verificou que
a redugdo populacional poderia estar levando a uma diminuicdo na variabilidade

genética por endogamia e deriva genética.

A andlise de PCR/RFLP foi realizada com 17 individuos, sendo 14
abelhas da regido da foz do Rio S&o Francisco, um espécime de M. g. anthidioides,
M. g. quadrifasciata e M. mandacaia. Apos amplificagdo do DNA (Figura 10), foram
selecionadas as amplificacbes com melhor definicAo de bandas, assim, onze

individuos (individuos 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 12 e 13) foram escolhidos, sendo um de
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cada col6nia. O peso molecular das bandas visualizadas corresponde ao intervalo

de 485 a 510 pares de base o que confirma a amplificagdo do gene citocromo b por
Souza et al. (2008).

Figura 10: Gel em agarose (0,8%) da amplificacdo de DNA , visualizando as bandas de DNA de cada
coldnia (1 até 14) e as abelhas utilizadas como paradmetro (M — Melipona mandacaia, A — Melipona
quadrifasciata anthidioides e Q — Melipona quadrifasciata quadrifasciata).

Os fragmentos amplificados digeridos pela enzima de restricdo Vsp |
(Figura 11) gerou um padrao de haplétipos comum entre as abelhas da Foz do Rio
Sao Francisco, sendo perceptivel o corte do DNA em um unico ponto, gerando
assim dois fragmentos (350bp e 145bp) compativel com um dos haplétipos
identificados por Souza et al., (2008) para M. q. quadrifasciata.

Observando o padrao de restricdo encontrado em M. mandacaia foi
possivel detectar que, apesar de ter ocorrido um unico corte com a enzima Vsp |,
assim como ocorreu as amostras de M. quadrifasciata de Brejo Grande, foram
geradas trés bandas nitidas (410bp, 305bp e 145bp), chamando atengdo para a
banda de maior peso molecular, que representa fragmentos ndo cortados pela
enzima e que devem ser desconsiderados na analise. Em M. q. anthidioides o corte
também foi definido em um unico ponto, porém formando fragmento com pesos
moleculares de 305bp e 163bp, enquanto em M. g. quadrifasciata a enzima Vsp |

cortou em dois pontos gerando 3 bandas com pesos de 190bp, 175 bp e 130bp.
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Figura 11: PCR-RFLP com enzima de restricdo VSP |, visualizado em agarose (2%), observando as
bandas de DNA de cada colbnia(1 até 13) e as abelhas utilizadas como parametro (M — Melipona
mandacaia, A — Melipona quadrifasciata anthidioides e Q — Melipona quadrifasciata quadrifasciata).

O experimento com a enzima Mbo Il (Figura 12) ndo gerou cortes no
fragmento de DNA em todas as amostras de Melipona da regiao da foz do Rio Séo
Francisco, assim as bandas mantiveram o peso molecular equivalente ao produto
amplificado (485bp a 510bp). Situagao diferente dos resultados obtidos por Souza et
al (2008), que identificou dois haplétipos, um com bandas de 122 bp, 143 bp e 220
bp e outro com bandas 31 bp, 91 bp, 143 bp and 220 bp. Entretanto, o fragmento de
DNA de Melipona mandacaia foi dividido em duas partes uma com peso molecular
de 260bp e outra de 242bp; enquanto M. g. anthidioides e M. . quadrifasciata
também obtiveram um unico corte dividindo em bandas de 320bp e 260bp.
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Figura 12: PCR-RFLP com enzima de restricao Mbo II, visualizado em agarose (2%), sendo
observadas as bandas de DNA de cada coldnia (1 até 13) e as abelhas utilizadas como paradmetro (M

— M. mandacaia, A — M. g. anthidioides e Q — M. g. quadrifasciata).

A reacdo com a enzima de restricido Taq | ndo apresentou cortes em

nenhum dos produtos de amplificacao.

O fato de serem observadas divergéncias entre os haplétipos das M.
guadrifasciata da foz e os espécimes padrao utilizados para comparacao pode ser
analisado sob dois aspectos, o primeiro € que M. . quadrifasciata apresenta mais
de dois haplétipos para esse marcador molecular, uma vez que o haplétipo de M. q.
quadrifasciata utilizado para comparagdao ¢é diferente dos apresentados pelos
espécimes encontrados na regidao da foz do Rio Sao Francisco, porém similar a um
dos haplotipos de M. g. quadrifasciata encontrados por Souza et al. (2008). Outro
aspecto importante € o que todos os espécimes da regido da foz do Rio Sé&o
Francisco apresentam perfil de restricdo idéntico para todas as enzimas utilizadas, o
que confirma a grande similaridade genética também encontrada nas analises
morfométricas, perfil que pode estar relacionado a acdo da perda e/ou fixagdo de
alelos ao longo das geracgdes por efeitos de seleg¢ao, deriva ou efeito fundador nessa

populacéao.

A deriva genética faz com que alelos passem de uma geragao para outra
em maior ou menor frequéncia, que sao perdidos ou fixados ao acaso. Diferente da

selegdo natural a deriva genética atua sobre os alelos n&o interferindo
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necessariamente na sobrevivéncia ou reproducgao, sendo geralmente neutros quanto
ao valor adaptativo. De acordo com Araujo et al (2000) a fixacdo de um alelo por
deriva depende de sua frequéncia inicial na populacao, e esse processo ocorre em
toda populacéo finita, mas é tanto mais rapido quanto menor for a populagéo. Logo,
tratando-se de uma populagao isolada de meliponas e o fluxo génico esta ocorrendo
somente entre as coldénias que se encontram naquela regido, enfatizando a
necessidade de ag¢des de conservagao para esta espécie na regido da Foz do Rio

Sao0 Francisco.

Esses resultados dao margem a trés possiveis hipoteses para as
caracteristicas encontradas nessa populagao, umas delas € de que colénias podem
ter sido trazidas por meliponicultores e posteriormente expandido em numero ao
longo do tempo, o que explicaria a presenga de um unico perfil genético e grande
similaridade morfolégica entre as coldnias encontradas. Outra explicacdo seria um
evento natural de efeito fundador em que as colbnias originais teriam sido originadas
de populagdes de mandacaia que ocorrem em regides de Caatinga encontradas
atualmente nos estados da Bahia e Sergipe que migraram para essa regiao, porém,
o perfil genético encontrado na amostra de M. g. quadrifasciata proveniente de Cruz
das Almas — BA, ndo corrobora essa hipotese, mas o baixo numero amostral
também ndo permite sua exclusdo. A terceira possibilidade seria a de que a
populacdo dessa regidao € um remanescente de populagcbes que ocorriam
naturalmente em regido de Mata Atlantica e que foram afetadas por efeitos de perda
do habitat natural e em fungdo da fragmentagcédo, tendo restado apenas uma

populagao altamente homogénea remanescente.

A compreenséao da estrutura da populagédo desta espécie, nesta regiao, é
extremamente importante para a construgdo de programas de manejo e
conservagao. A espécie sendo geneticamente homogénea dentro de uma pequena
area a estratégia de conservagédo pode se concentrar na recolonizagdo de outras
areas por estes individuos e no manejo de outros ninhos para a regiao homogénea
(Lopes, 2004). Segundo Kerr e Vencovsky (1982) sdo necessarias ao menos 44

colénias de Melipona para que o efeito de deriva genética ndo seja prejudicial a
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conservagao dessa populagédo. Provavelmente o numero de colénias encontradas
nessa regido seja muitissimo maior, uma vez que as 14 colbnias encontradas
ocupavam uma area de apenas 10 hectares. No entanto, é importante ressaltar que
o numero de colbnias indicado por Kerr e Vencovsky (1982) diz respeito ao numero
necessario de diferentes linhagens genéticas e que na regido da foz do Rio Sao
Francisco foi encontrada apenas uma linhagem genética, o que indicaria altissimo

risco de extingao.

4.2 — Distribuic&o espacial dos ninhos.

A busca por ninhos resultou na marcagdo de 14 colbnias na area
delimitada no municipio de Brejo Grande — SE, observando aproximadamente 200
coqueiros, todos estes possuiam cavidades decorrente, possivelmente, da broca do
tronco do coqueiro (Rhinostomus barbirostris). Na Ilha da Criminosa — SE e
Piacabugu — AL n&o foi registrado nenhum ninho de mandacaia, apesar da

intensificagdo do esforgo amostral, sendo analisados 280 coqueiros em cada regiéo.

A auséncia de ninhos, na llha da Criminosa e na regido de Piagabucu,
enfatiza a hipotese da possivel barreira geografica representada pelo Rio Séao
Francisco. No entanto, apesar de ARAUJO et al. (2004), afirmar que grandes
abelhas sem ferrdo — como a Melipona quadrifasciata — s6 estariam efetivamente
isoladas de outra populacdo a uma distancia maior que 2 quildbmetros, € necessario
considerar que a distancia de voo é utilizada nesse caso principalmente para tratar
de questdes associadas ao forrageamento, no entanto a formagéao de novos ninhos
nao pode ocorrer numa distancia tdo grande do ninho materno, uma vez que existe
uma grande dependéncia do novo ninho em relagdo ao ninho materno durante a
fase de estabelecimento inicial, o que inviabiliza que os dois possam estar muito
distantes um do outro. Aspecto que de acordo com Gillote (1980) gera restricoes
diretas na dispersdo das populacdes. E importante ressaltar também que ambas as
areas analisadas possuem territério de varzea com areas alagadas. Dessa forma,

apesar de Antonini et al. (2006) ter caracterizado a Melipona quadrifasciata como
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generalista, a regido da llha da Criminosa possui provavelmente uma quantidade
insuficiente de recursos alimentares como pélen e néctar para o estabelecimento de

colbénias naquela area.

Figura 13: Regido de Brejo Grane — SE. Marcagao dos ninhos encontrados, identificados de 1 a 14;
e marcagao de todos os coqueiros visitados (pontos em azul).

A distribui¢cado espacial dos ninhos, calculada pelo método do vizinho mais
préximo, resultou em um R=0,9 definindo a distribuicdo dos ninhos como aleatéria,
levando em consideracao a area de 10 hectares. Essa aleatoriedade dos ninhos de
Brejo Grande ndo acompanha a distribuicdo dos coqueiros, os quais que, por trata-

se de um plantio, possui distribuicao uniforme.

0,9
0 1 215
Agregado Aleatorio Uniforme

Figura 14: Esquema de visualizagdo do resultado da distribuicdo espacial dos
ninhos. R=0,9 considerado aleatério.



42

Segundo Serra et al (2009), em pesquisa realizada no Estado do
Maranhdo sobre a distribuicdo espacial de meliponineos, duas das trés regides
visitadas, a distribuicdo foi identificada como aleatdria (R=0,81 e R=0,89), sendo
41,9 e 29,6 hectares as areas das regides. O padrao de distribuicdo espacial em
meliponineos € pouco conhecido. Ainda segundo esses autores a organizagao dos
ninhos esta relacionada a distribuicdo e densidade de substratos adequados a
construgéo destes, além dos aspectos ecoloégicos de ocupagdo das cavidades onde
serdo estabelecidas as colbnias, e também esta diretamente relacionado aos

aspectos intrinsecos de cada espécie.

Em Brejo Grande, pode-se afirma que a distribuicdo dos ninhos nao sofre
influencia da atividade de enxameacgéo, pois a M. quadrifasciata, segundo Araujo et
al. (2004), possui um voo maximo de 2 quildmetros, assim existindo a possibilidade
de nidificacdo em qualquer ponto da area delimitada no municipio de Brejo Grande.
Apesar de todos os coqueiros possuirem, aparentemente, orificios em seus troncos,

possivelmente nem todas as cavidades sejam adequadas a nidificagao.

Sendo assim, a dispersao aleatéria dos ninhos deve estar relacionada a
uma boa disponibilidade de recursos, visto que a area esta proxima a um pequeno
fragmento florestal e uma lagoa. E também pode estar sendo influenciada pela
disperséo da Broca do tronco do Coqueiro (R. barbirostris), que cria as cavidades na

estirpe do coqueiro.

O fato da ocorréncia de ninhos esta restrita a coqueiros na regiao da foz
do Rio Sao Francisco, justifica a grande necessidade de intensificar os esforgos de
conservacgao desta espécie. Visto que os unicos locais propicios a nidificacdo sao os
coqueiros brocados. E, segundo a Embrapa (2007), o controle padrao utilizado para
esta “praga” € a erradicagao das plantas quebradas pela agdo do vento, e queima ou
enterramento dos coqueiros erradicados (partes infestadas), visando redugdo dos
focos de multiplicagdo da broca. Ou seja, o produtor que seguir efetivamente essa

recomendagao exterminaria, junto com a praga, os ninhos de M. quadrifasciata.

A analise da possivel associagao entre as distancias geograficas entre os
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ninhos e os dados morfométricos foi realizado pela correlacdo entre matrizes,
utilizando-se a estatistica de Mantel, utilizando 5000 permutacdes aleatérias. O
indice de correlacdo nao foi significativo (p=0,97), esse resultado corrobora as
analises anteriores que apontaram similaridade genética e morfométrica entre os
ninhos, ou seja, uma vez que as abelhas sdao muito parecidas entre si ndo existe
uma relagéo direta entre a distancia dos ninhos e a diferengas morfométricas entre
as abelhas, especialmente considerando que a escala utilizada, de 10ha seria, de

fato muito pequena para a existéncia de algum padrao espacial.

Morfometria Distancia Geografica
r=0,21
S
p=0.97

Figura 15: Representagao da correlagdo de matrizes triangulares, entre distancia morfométrica e
distancia geografica dos ninhos; evidenciando a baixa significancia (r=0,21 3 p=0,97).

Estudo similar realizado por Diniz-Filho et al. (1998), verificou que em
populagcdes de Tetragonisca angustula angustula também nao apresentou uma
estruturacdo geografica. Nunes et al (2008), também identificou que a forma das
asas em Melipona quadrifasciata tem pouca correlagdo com distribuicdo geografica.
No entanto a falta de correlagcao destas matrizes esta sendo influenciada pelo alto
grau de semelhanga dos caracteres morfologicos, visto que ndo houve a distingéo

de grupos entre as colénias com base nos caracteres morfolégicos.
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5 — CONCLUSAO

Todos os ninhos identificados foram registrados na regido do municipio de
Brejo Grande — SE, apesar do maior esfor¢co de coleta, nenhum ninho foi encontrado
na llha da Criminosa ou no municipio de Piagabucgu - AL, o que reforca a hipotese de
que o Rio Sao Francisco nessa regiao representa uma barreira geografica efetiva

para a dispersao das coldnias dessa espécie.

A identificagdo da abelha mandacaia encontrada na foz do Rio Sao
Francisco foi definida com M. @. quadrifasciata com base nas analises
morfométricas. No entanto o padrao molecular encontrado é diferente de todos os
espécimes de M. . quadrifasciata, M. g. anthidioides e M. mandacaia, utilizadas
para comparagdao, mas compativel com um padrdo de M. Q. quadrifasciata

encontrado na literatura.

Uma analise de validagdo cruzada intrapopulacional para verificar a
associacdo entre individuo e colénias demonstrou que n&o existe associagao

significativa, denotando grande similaridade intrapopulacional,

A M. g. quadrifasciata da Foz do Rio Sdo Francisco apresenta um alto
nivel de homogeneidade, possivelmente decorrente do isolamento populacional e do
fluxo génico dentro desta populacdo. Estando de acordo com a analise de
correlagdo de matrizes realizada pelo teste de Mantel que demonstrou nao existir
associagao entre as distancias geograficas dos ninhos e os dados morfométricos.
Assim evidenciando a necessidade de intensificacdo dos esforgos para conservacgao

desta espécie nesta regido.

A distribuicdo espacial dos ninhos foi identificada como aleatéria, ndo
existindo correlagdo com a estruturagcdo morfoldégica da populagdo. Decorrente da
grande similaridade morfoldgica (forma e tamanho) das asas das abelhas e a micro
escala também pode esta influenciando na aleatoriedade, além da distribuigcao

espacial da broca do tronco do coqueiro.
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Seja qual for a explicagdo para as caracteristicas populacionais
encontradas para as abelhas dessa regido, € importante ressaltar que todos os
ninhos encontrados estavam localizados em coqueiros que seriam condenados pela
baixa producdo ocasionada pela broca-do-tronco-do-coqueiro e pela baixissima
oferta de locais de nidificagao para abelhas nessa regidao, o que configura altissimo
risco de extingdo populacional.
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