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RESUMO GERAL

Melipona subnitida Ducke, 1910, uma espécie caracteristica do sertao nordestino
e que tem se adaptado a outros ambientes como o cerrado foi, recentemente,
redescoberta, em 2006, na restinga do Parque Nacional dos Lenc¢dis Maranhenses
(PNLM). Apesar de desempenhar um importante papel no tocante a manutencdo de
ecossistemas, a mesma encontra-se ameacada de extin¢do em virtude das elevadas taxas
de desmatamento na regido. Visando entender sua distribui¢do, nidificacdo no ambiente
de restinga e a diversidade genética entre as populagdes do litoral maranhense, é que se
faz o presente trabalho. Para a busca de ninhos nos Lengdis Maranhenses, estabeleceu-
se uma metodologia sistemdtica, a partir de um melipondario pré-existente e a partir do
mesmo, foram vistoriados transectos a diferentes distancias do meliponario, totalizando
18 hectares. Os individuos dos ninhos obtidos através de suas buscas e os identificados
através de informacdo das comunidades foram comparados geneticamente, com os de
outro estudo realizado anteriormente em uma populacdo de jandaira em Barreirinhas, a
fim de determinar a diversidade genética entre as populacdes identificadas desta abelha
no Maranhdo. Os sitios de nidificacdo foram representados em sua maioria por Humiria
balsamifera Mart abrigando 88% dos ninhos de M. subnitida. Fato incomum aqui
observado foi a nidificagdo desta espécie de abelha em ecossistema de manguezal, em
Avicennia germinans. L. A densidade dos ninhos por hectare foi de 1,02 e o indice de
distribuicdo Variancia/Média igual a 2 no PNLM e mostrou um padrdo de dispersao
agregada da espécie, o que, possivelmente, estd relacionado a composi¢do da vegetagao,
além do comportamento de dependéncia existente entre a colonia-filha com a colonias
mae. Os resultados moleculares mostram auséncia de variabilidade genética entre as

populacdes do PNLM, da Ilha no Delta do Parnaiba e as comparadas com uma



populacdo de Barreirinhas estudada anteriormente, implicando em origem ancestral
comum, porém com formacdo de haplétipos em cada uma das populacdes. A auséncia
de variabilidade genética pode ser explicada por ser uma espécie jovem com baixa taxa
de fecundidade e dispersdo limitada, com auséncia de fluxo génico entre as populacdes,
o que possibilitou a formacdo de quatro hapldtipos. A formacdo de haplétipos
possivelmente foi favorecida pelo fato de as abelhas se encontrarem em uma 4rea onde,
até muito recentemente, a meliponicultura inexistia, impossibilitando as trocas

facilitadas pelo homem.



APRESENTACAO

Atualmente, o Brasil apresenta uma grande diversidade de abelhas com um
nimero estimado de 3000 espécies, sendo que abriga a maior fracdo das espécies de
meliponineos identificados nas regides tropicais. Ainda assim, ndo é possivel estimar
com precisdo o nimero de espécies existentes, devido a uma série de razdes como
informa¢des ndo compiladas, espalhadas em milhares de artigos, livros, dissertacdes e
teses; a falta de informacdes acuradas em nomes vélidos, sindnimos, homonimos e
nomina nuda e por ainda haver muitas dreas ndo amostradas, além de existirem muitas
espécies cripticas e outras de dificil separagao taxondmica.

H4 poucas pesquisas sobre a apifauna na maioria dos paises da América do Sul e
estas, quando existentes, ndo sdo uniformemente distribuidas, concentrando-se em
algumas regides, deixando outras sem serem investigadas. Tal assertiva reflete-se nos
estudos sobre Melipona subnitida, que em sua maioria, concentram-se na regiao
semidrida no Nordeste, com poucos trabalhos em outras areas do pais, inclusive onde a
espécie foi descrita pela primeira vez, na cidade de Alcantara, em 1910. Por conta disso,
por algum tempo, esta abelha foi considerada endémica da caatinga, por falta de
amostragem que contemplasse outras regides do pais. Em outros estudos mais recentes,
em 2006, realizados na regido do Parque Nacional dos Len¢6is Maranhenses, M.
subnitida foi redescoberta na restinga do Maranhao, porém seus aspectos de nidificagdo
e genéticos sao paupérrimos, ndo contendo descri¢des a respeito desta abelha no Estado.

Desde entdo, esta abelha tem sido alvo de estudos, na tentativa de compreender
os fatores responséveis pela dispersdo de suas colonias ao longo da costa litoranea do

nordeste, bem como a diversidade genética e seu comportamento na restinga, quando



comparada a outros biomas ja estudados, e a influéncia do parentesco genético na
distribuicao dos ninhos.

M. subnitida, como todos os meliponineos em geral, exerce uma extraordindria
atuacdo do processo natural de manutencdo e melhoria do bem-estar humano e é criada
racionalmente por meio da atividade de meliponicultura, Esta iniciativa tem
possibilitado a exploracdo de seus produtos, servindo de suporte econdmico para os
pequenos e médios produtores.

Embora os meliponineos apresentem um importante papel ecolégico, ainda
carece bastante de informagdes essenciais para a sobrevivéncia da espécie. Assim,
estudar onde fazem os ninhos, quais as premissas para construi-los e as faixas de
distribuicdo geografica (geralmente moldadas pela temperatura, umidade relativa e tipo
de vegetagdo) constitui-se no primeiro passo para programas de restauracdo ambiental e

manutencdo da espécie nos diversos ecossistemas.
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RESUMO - Estudou-se a distribuicdo, nidificacdo e diversidade genética de
populacdes de Melipona subnitida no litoral maranhense. Foram vistoriadas parcelas
totalizando 18 hectares e feita comparacdo molecular entre os individuos encontrados
com os de uma populagdo identificada em Ilha no Delta do Parnaiba e outra populagdo
de M. subnitida em Barreirinhas, ja estudada anteriormente. Os sitios foram
representados por Humiria balsamifera abrigando 88% dos ninhos de M. subnitida. Fato
incomum foi a nidifica¢do desta espécie de abelha em manguezal, Avicennia germinans.
L. A densidade dos ninhos por hectare foi de 1,02 e o indice de distribui¢io mostrou um
padrao de dispersao agregada da espécie. Os resultados moleculares mostram auséncia
de variabilidade genética entre as populagdes, porém com formacdo de haplétipos em

cada uma das populagdes.

DNA mitocondrial/ haplétipos/meliponineo/ nidificacao/ restinga.

1. INTRODUCAO

O grupo das abelhas apresenta cerca de 30 mil espécies no mundo, cada uma
destas apresentando diferentes comportamentos, niveis de sociabilidade e preferéncias
alimentares (Michener 2000).

Os meliponineos pertencem a tribo Meliponini, subtribo Meliponina e

compreendem o grupo das abelhas sem ferrdo. Estas, por sua vez, sio amplamente



distribuidas na América do Sul e no Brasil sdo representadas por um nimero estimado
de 391 espécies, com significativa importancia econdmica e ecoldgica, devido aos seus
servigos prestados aos ecossistemas, em especial a polinizacdao (Bawa 1990; Camargo e
Pedro 2012; Michener 2000; Neff e Simpson 1993; Yamamoto et al. 2010).

Os meliponineos apresentam grande diversidade genética, morfolégica e
comportamental (Kerr et al. 2001), mas podem ser facilmente diferenciadas das outras
tribos principalmente pela reduzida venacao da asa e ferrdo residual, além dos aspectos
de oviposicao e atividades relacionadas (Costa et al. 2003; Michener 2007;).

Este grupo de abelhas apresenta comportamento e desenvolvimento peculiares,
diferenciando-se de outras abelhas (Michener 2007). Estas peculiaridades refletem-se,
principalmente, nos sistemas de comunicacdo, arquitetura do ninho, desenvolvimento e
organizagao social (Nogueira-Neto 1997).

A distribuicao dos ninhos e a composicao da fauna de meliponineos em certa
area sdo determinadas principalmente pela estrutura da vegetacdo, em termos de
tamanho, densidade e composicao de espécies de arvores (Michener 2000; Roubik
2007). O diametro da arvore, por exemplo, apresenta-se como limitante para nidificacdo
de alguns meliponineos, o que acaba restringindo a distribui¢do da espécie na drea de
ocorréncia (Hubbell e Johnson 1977; Eltz et al. 2003; Régo et al. 2008). Assim, as
abelhas sem ferrdo parecem ser bastante seletivas, em relacdo a escolha de cavidades, na
busca de sitios para nidificacdo e sdo suscetiveis a colonizar qualquer arvore que
ofereca cavidades e tamanho adequados (Eltz et al. 2003; Michener 2007).

Dentre os meliponineos, Melipona subnitida Ducke 1910, conhecida
popularmente como jandaira, é tipica do semidrido e bem adaptada a ambientes de

extrema seca e baixa umidade. Apresenta colonias bastante populosas e tem se



apresentado como importante abelha para criacdo racional no nordeste brasileiro. Por
apresentar tais caracteristicas, vem sendo estudada em programas de iniciativas para
manutencdo e conservacdo da espécie, ji que tem sido alvo das intensas mudangas
climdticas sofridas no nordeste brasileiro (Bruening 2001).

O prentncio da extin¢do desses polinizadores tem se tornado cada vez mais
intenso devido, principalmente, aos impactos humanos, como fragmentacao de habitats
implicando em isolamento das espécies dos seus recursos necessirios para
sobrevivéncia. Isso ocasionou, ainda, o isolamento genético das populagdes que reduz a
variabilidade e limita o potencial adaptativo das mesmas (Zayed e Packer 2005).

Além das causas antrdpicas, problemdticas naturais contribuem para a
suscetibilidade a extin¢cdo desse grupo de polinizadores. Por razdes genéticas, as abelhas
em geral sdo mais vulnerdveis a extingdo que outros grupos por sua determinag¢do do
sexo envolver um unico loco, tornando-as particularmente sensiveis aos efeitos de
populacdes pequenas pela produgdo de machos dipldides estéreis (Zayed 2009).

M. subnitida que, até entdo, era considerada endémica da caatinga (Zanella
2000; Zanella e Martins 2003), tem se adaptado a outros ambientes, como o cerrado, e
recentemente, foi redescoberta na restinga do Parque Nacional dos Lengdis
Maranhenses (PNLM), aproximadamente 95 anos apds a descri¢do original (Régo e
Albuquerque 2006). A partir de entdo, as buscas da espécie no Estado intensificaram-se
e novos sitios de nidificacdo tém sido diagnosticados. Como resultado destas buscas,
uma segunda populagdo de M. subnitida foi encontrada também no Maranhdo, porém
em uma ITha na Area de Prote¢io Ambiental do Delta do Parnaiba do Estado.

A partir de entdo, novas buscas da espécie tém sido realizadas a fim de estudar a

presenca da jandaira na restinga do litoral Maranhense, analisando as dreas de



ocorréncia, fazendo o diagndstico dos sitios de nidificacdo, dos hospedeiros florais e a
influéncia que os fatores naturais e genéticos exercem na diversidade e distribuicdo de
seus ninhos.

Para o maior esclarecimento dessas questdes buscou-se responder as perguntas
seguintes: (1) Quais os sitios ocupados para nidificacdo por M. subnitida no PNLM? (2)
A distribuicao de M. subnitida se d4 de forma aleatdria ou agregada? (3) Os ninhos mais
préximos do melipondrio sdo mais aparentados geneticamente? (4) H&4 diferenca

genética entre essas populacdes e as populacdes ja estudadas estudadas?

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Area de Estudo

O estudo foi desenvolvido em uma édrea do Parque Nacional dos Lengdis
Maranhenses (PNLM), onde, recentemente, foram redescobertos ninhos naturais de M.
subnitida em Ponta do Mangue (S 02° 34.994'; W 042° 47.746), um povoado do Parque
(Figura 1).

O PNLM possui uma drea de 155 mil ha, dos quais 90 mil sdo constituidos de dunas
livres e lagoas interdunares, apresenta clima megatérmico (enquadrando-se no tipo Aw’,
classificacio de Koppen), muito quente, imido e sub-umido, com precipitacdes
distribuidas em dois periodos sazonais distintos ao longo do ano. As temperaturas
médias situam-se entre 26°C e 27°C, com temperaturas miximas que podem alcangar
40°C, enquanto a precipita¢ao anual situa-se entre 1600 e 1800 mm (Ibama 2002).

Os solos sdo predominantemente arenosos, representados pelas areias quartzosas
marinhas que, no litoral, se distribuem amplamente, constituindo um importante campo
de dunas moveis, a partir do qual surgiu a denominac@o Lenc¢dis. Nesta porcao da drea,

sdo registradas, também, pequenas ocorréncias localizadas de solos indiscriminados de



mangues. A restinga dessa regido € composta por espécies proprias deste tipo de
vegetacdo, mas sofre influéncia do cerrado, caatinga e floresta pluvial sobre areias
recentes. Espécies arbustivas sdo dominantes nas restingas, mas comunidades herbdceas
também se apresentam em grandes extensdes circundando lagos.

2.2. Levantamentos dos ninhos

A partir de um melipondrio pré-existente de M. subnitida no povoado de Ponta do
Mangue, no PNLM, foram determinados os transectos de busca. O primeiro transecto
foi estabelecido a 250 m do meliponario, onde foi determinada a primeira parcela de 1
ha (100m x 100m). Posteriormente, foram estabelecidos os outros transectos distando
500 m, 750m, 1000m, 1500m e 2000m de distdncia do melipondrio e assim,
sucessivamente, até atingir a distancia de 2000 m, a qual se estipula baseado na
literatura existente, ser a capacidade maxima de voo de abelhas do género Melipona
(Nogueira-Neto, 1954). A partir de 1000m observa a predomindncia de dunas e
vegetacdo de gramineas e por conta disto, a diferenca entre os transectos deixa de ser de
250m e passa a ser de 500 m onde € possivel amostrar as areas vegetadas.

Assim, a cada 250m, em relacdo ao melipondrio, foram distribuidas parcelas todas
de 1 ha, totalizando 18 parcelas ao fim do estudo, de modo a amostrar diferentes areas
ao longo dos meses, ndo repetindo aquelas ja vistoriadas (Figura 2).

De cada ninho foram coletados individuos e estes foram mortos em &lcool, para
preservacdo do DNA e acondicionados em freezer até o a extracdo do DNA. Outra parte
dos individuos coletados foi acondicionada em sacos plasticos, devidamente triados,
montados em alfinetes entomoldgicos e etiquetados com os dados relativos a data de
coleta e coordenadas geograficas, e depositados no Laboratério de Estudos sobre

Abelhas da Universidade Federal do Maranhdao (LEA-col/UFMA). De acordo com as



informacdes disponiveis nas etiquetas, todos os dados foram codificados e listados em
um banco de dados.

Todos os ninhos encontrados foram georreferenciados e, posteriormente,
identificados sobre uma imagem de satélite (Google Earth®).

Foram tomadas medidas de DAP (diametro a altura do peito) das espécies arbdreas,
da altura do ninho em relacdo ao solo e da altura das 4rvores, bem como registros e
descricdo das entradas dos ninhos. Paralelamente, foram coletadas amostras de todas as
espécies botanicas que se encontravam nas parcelas, para fins de caracterizacdo da
vegetacdo da drea amostrada.

2.3. Biologia Molecular

Além dos ninhos silvestres de M. subnitida encontrados neste trabalho, foram
identificados, através de informagdes de moradores da regido, 11 ninhos de M. subnitida
em Ilha Grande dos Paulinos, na regiao da APA do Delta do Parnaiba. Estes ninhos
fizeram parte das andlises moleculares para comparagdo com os ninhos obtidos do
PNLM. A s andlises moleculares foram realizadas no Laboratério de Estudos de
Abelhas (ApiLab) na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

Assim, foram utilizadas 05 operdrias adultas dos 35 ninhos silvestres das duas
localidades (24 do PNLM e 11 da APA), das quais foram retiradas as antenas para a
extracdo do DNA. As amostras foram inicialmente acondicionadas em alcool absoluto e
depois mantidas a -20°C. A extracdo de DNA para andlise do DNA mitocondrial foi

baseada na metodologia proposta por Innis et al. (1990), com algumas modificacdes.
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Foram utilizados ainda dados de uma populacio de M. subnitida estudada por
Bonatti 2012 (dados ndo publicados) em Barreirinhas para fins de comparagdo genética
entre as populacdes.

O material genético foi submetido ao PCR para amplificacdo do gene mitocondrial
Citocromo Oxidase subunidade I (COI), utilizando o par de iniciadores BarbeeF (Arias
et al., nao publicado) e 0s primers mtD6 (5°-
GGAGGATTTGGAAATTGATTAGTTCC - 39 e mtD9 (57 -
CCCGGTAAAATTAAAATATAAACTTC - 37) (Simon, Frti et al. 1994). A reacdo de
PCR foi realizada com 5 pL. do DNA; 2,5 uL de primer foward (PF); 2,5 uL de primer
reverse (PR); 25 puL de tampao de PCR 10x; 15 pL de 4gua ultra pura, totalizando um
volume final de 50 pl. A amplificagdo do locus COI foi feita em um termociclador
Applied Biosystems, Veriti 96 Well Thermal Cycler. A reacdo foi submetida ao
seguinte programa de ciclos: 5 min. a 94° C; 35 ciclos de 1 min. a 94°C, 80 s a40° C e
2 min. a 64°C; e uma extensao final de 10 min. a 64°C. Ap6s amplifica¢do, procedeu-se
eletroforese em gel de agarose 0,85, corado com brometo de etidio, para verificar a
amplificacdo dos fragmentos esperados. A visualizacdo dos fragmentos foi realizada
em transiluminador de luz UV e subsequentemente, as identificagdes positivas foram
purificadas com o Kit Wizard SV Gel e PCR Clean-up System.

Tais fragmentos foram entdo sequenciados pelo Sequenciador automatico ABI
3730 XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California (CA)) no Centro
de Sequenciamento de Informagdes Genéticas na Universidade Estadual de Sdao Paulo -

UNESP Jaboticabal.

2.4. Analise dos dados
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Andlises estatisticas

Foi realizada uma estatistica descritiva para caracterizacdo das propriedades de
nidificacdo e calculada a densidade de ninhos nas parcelas em que foram realizadas as
buscas dos ninhos do PLNMA. A densidade foi calculada como a razdo entre o niimero
de ninhos e a drea amostrada.

O indice de dispersao utilizado foi a Razdo Variancia/Média, onde o valor da
razao menor do que 1 corresponde a um arranjo espacial uniforme, um valor préximo a
1, corresponde a um arranjo espacial aleatério e um valor maior que 1 corresponde a
uma distribuicdo espacial agregada.

Foi realizada também uma andlise de cluster (agrupamento por distancia
euclidiana) com a finalidade de alocar individuos em grupos de elementos mutuamente

exclusivos.

Analises Moleculares

Para separar os haplétipos em seus respectivos grupos e determinar o nimero de
sitios polimérficos (S), o nimero de hapldtipos (h), diversidade haplotipica (Hd),
diversidade nucleotidica (m) e o nimero médio de diferengas nucleotidicas (k), foi
utilizado o software DnaSP v.5.10 (Librado e Rozas 2009). O software Arlequim versao
3.5 (Excoffier e Lischer 2010) foi empregado para estimar as diferencas entre as
populacdes, baseado nas frequéncias haplotipicas. A rede de haplotipos foi construida
através do programa Network v.4.6 (Polzin 2003), utilizando-se o algoritmo Median
Joining que identifica os hapl6tipos mais proximamente relacionados.

A matriz de distancia-p (d) entre os haplotipos foi calculada usando o modelo de

Kimura-two-parameter (K2P) que € a melhor métrica para calcular distincias baixa (Nei
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e Kumar 2000) e entdo, utilizada para constru¢do de uma arvore pelo método de
Neighbor Joining através do software MEGA versdo 5.05 (Tamura 2011).

Para testar os modelos de isolamento por distancias genéticas e distancias
geograficas das populacdes (Telles e Diniz 2005), usou-se a matriz de distancia

calculada pelo MEGA versao 5.05 (Tamura 2011).

3. RESULTADOS

3.1 Sitios de nidificacdo utilizados por Melipona subnitida e distribuicao
espacial dos ninhos.

Sitios de nidificagao.

Foram identificados 24 ninhos no PNLM (Figura 3). Foram coletadas 67
espécies vegetais dentro das parcelas vistoriadas, com os diferentes hdabitos
predominando o porte arbustivo (46 %) seguido por liana (29 %), porte herbaceo (10 %)
e, por fim, o arbéreo (7 %) (Tabela I). Contudo, do total de plantas identificadas, M.
subnitida foi observada nidificando em apenas trés espécies vegetais: Humiria
balsamifera Mart (Humiriaceae), Caryocar brasiliensis Camb. (Caryocaceae) e
Avicennia germinans L. (Verbenaceae), conhecidas, respectivamente, como Mirim,
Pequi e Mangue de siribeira (Tabela II).

Dos 24 ninhos encontrados, 88% estavam nidificando em H. balsamifera, 8%
em Avicennia sp. € 4% em C. brasiliensis. Todos os ninhos encontravam-se isolados,
ndo havendo mais de uma col6nia por substrato.

Dois (3%) dos 24 ninhos estavam em arvores mortas e o restante (97%) se

encontrava nidificando em arvore viva.
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Em relacdo ao didmetro dos ninhos, variou de 26 cm a 66 cm, com uma média
de 43 £1,27 cm. A altura dos ninhos em relacdo ao solo apresentou uma média de 63 +
4,97 cm. A altura minima foi registrada em nivel do solo (Om), enquanto que a mdxima
foi de 2,15 m (Tabela III).

Quanto a estrutura de entrada dos ninhos, percebeu que era caracterizada por
presenca de areia e de uma argila de coloragdo branca, conhecida localmente como
tabatinga (Figura 4). Além deste material, observou-se uma coloragdo alaranjada na
entrada, comum a todos os ninhos (Figura 5).

A densidade registrada no povoado da Ponta do Mangue foi de 1,05 ninhos/ha.

Distribuicdo espacial

O findice de dispersao (Id) varidncia/média determinou uma distribuicao
agregada dos ninhos, resultado observado do célculo do indice igual a 2. O mesmo pode
ser observado no dendograma gerado pela andlise de cluster para visualizagdo da

distribui¢ao dos ninhos nas duas areas (Figura 6).

3.2 Biologia Molecular

Foram analisadas 33 sequéncias de uma regido do gene COI. Depois de editadas
as sequéncias, foram obtidos fragmentos de 444 pb, nos quais foram observados apenas
3 sitios polimorficos (Tabela IV).

O numero de individuos (N), de sitios polimérficos (S), de haplotipos (h) e de
diversidade haplotipica (Hd) e nucleotidica (m),bem como o nimero de diferencas

nucleotidicas (k) para cada populagdo estao resumidos na tabela V.
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Pode-se observar que ndao houve variabilidade intraespecifica. A drvore gerada
apresenta um agrupamento das populacdes convergindo para a afirmacdo de que as
amostras estudadas pertencem a um tnico clado; as distancias genéticas — medida mais
comumente usada de diferenciacdo genética entre populacdes e espécies — foram nulas,
evidenciando que as populacdes sdo idénticas e apresentam uma origem comum (Figura
7).

Contudo, os valores de Fgr foram altos entre as populacdes. Este valor
corresponde ao efeito da subdivisdo populacional sobre a endogamia em que altas taxas
de Fsr indicam um baixo fluxo génico entre as populacdes. As amostras da Ilha em
relacdo as amostras do PNLM apresentaram Fsrigual a 1, implicando em uma fixac¢ao
de diferentes alelos nas areas amostradas. Entre amostras do PNLM e de Barreirinhas,

observa-se um valor de 0,90 e entre a Ilha e Barreirinhas, 0,81.

4. DISCUSSAO

4.1. Sitios de nidificaciao utilizados por Melipona subnitida e distribuicao
espacial dos ninhos

Sitios de nidificagdo.

O ndmero de sitios de nidifica¢do utilizados por M. subnitida no PNLM foi
baixo quando comparado a outros trabalhos que apresentavam o mesmo proposito.
Enquanto nos estudos realizados em outros estados do Nordeste, como em Paraiba, Rio
Grande do Norte e Bahia (Bruening 2001, Camara et al. 2004; Martins et al. 2004;
Marinho), observou-se, ao total, 19 espécies vegetais utilizadas para nidificacdo, o
presente trabalho identificou apenas trés espécies vegetais (A. germinans, C. brasiliensis

e H. balsamifera) utilizadas por M.subnitida (Tabela VI).
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No Parque, o substrato predominante para constru¢do dos ninhos foi o mirim (H.
balsamifera), compreendendo 88% do total de plantas identificadas em que M.
subnitida se encontrava.

H. balsamifera é uma espécie caracteristica das restingas, de campo de terra
firme e campinas, adaptadas a solos an6xidos que sdo alagados periodicamente (Braga,
1979), o que pode explicar a sua ampla distribui¢do na drea do PNLM.

Dentre os hébitos das plantas identificadas, 46% foram arbustivas, enquanto
apenas 7% foram de porte arboreo, expondo a baixa oferta de sitios para construcdo de
ninhos de jandaira na area do Parque. Além da baixa opcao de locais para a formacgao de
uma nova colonia, observou-se uma restricdo a tamanhos muito grandes das espécies de
hébito arboreo.

O mirim, por exemplo, que comumente ¢ uma planta caracterizada como de
grande porte, robustas e muito altas em outras regides de ocorréncia (Miranda e Rocha
2009), foi caracterizada neste trabalho como de porte arbustivo e robustas.

Em estudos alométricos de H.balsamifera em dois ambientes distintos, mésico e
xérico, a arquitetura da mesma foi atrelada ao resultado da adaptacdo desta espécie as
condicdes prevalecentes nos campos rupestres tais como a acidez do solo, incidéncia de
luminosidade e déficit hidrico (Ribeiro e Fernandes 2000; Montezuma e Aratjo 2007).
Henrique et al. (1986), atribuem este desenvolvimento do mirim, a oligotrofia e acidez
comum ao solo de restinga, o que limita o crescimento destas drvores a tamanhos muito
grandes, como uma adaptacdo para sua sobrevivéncia as condi¢des locais.

Aliada a esta vertente, a reducdo da variedade de habitos vegetais pode estar
relacionada as alteracdes na vegetacdo como o desmatamento, uma vez que as

comunidades locais utilizam a madeira das maiores drvores para atividades de carvoaria
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e demais finalidades, favorecendo habitos de ervas, lianas e arbustos (MMA/IBAMA
2002). Estas interferéncias implicam em uma baixa oferta de cavidades arbodreas
limitada pela pequena quantidade de arvores.

A existéncia de espécies de abelhas em uma determinada area esta relacionada
com a disponibilidade de substratos para constru¢ao de ninhos. Apesar de haver outras
espécies de plantas com hdbito arbéreo, estas, em sua maior parte, foram compostas por
individuos de pequeno porte, inviabilizando a constru¢do de ninhos. A reducdo e
escassez de locais para nidificacdo como ocos de arvores de porte médio a grande sdo os
principais fatores limitantes para a sobrevivéncia dos meliponineos (Aidar 1996;
Michener 1974; Rodrigues e Valle 1964).

Estudos de nidificacdo que mostrem a dependéncia de espécie de abelha em
relacdo a um substrato especifico, foi observado em Frieseomelitta sp. em que esta,
nidificava apenas em uma unica espécie, Copaifera coriacea, assim como o fez M.
subnitida nidificando quase que exclusivamente em H. balsamifera no Parque dos
Lengdis (Teixeira 2007). O autor atribui esta preferéncia por C. coriacea pela maior
oferta desta espécie na area de estudo.

Ja em outras localidades do Maranhdo, na llha Grande do Paulino (APA do
Delta do Parnaiba), a partir de informacdes de moradores locais, observaram-se ninhos
silvestres de M. subnitida em outros sitios de nidificagdo incomuns aos identificados no
PNLM (Tabela VI).

Nesta regido do Maranhdo, j4 se observa uma maior variedade de plantas
utilizadas, bem como espécies vegetais em comum na APA e as identificadas em outros

trabalhos (Camara et al. 2004; Martins et al. 2004; Castro 2002). Mas, ao compara-las
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com as do PNLM, apenas A. germinans se apresenta como elemento comum as duas
areas do Maranhdo.

Esta diferenca nos sitios observados deve-se, principalmente, a composi¢ao da
vegetacdo de cada local. A vegetacio da APA é predominante mangue com sutil
influéncia de formacgdes de cerrado. Esta variacdo na estruturacdo dos ecossistemas
implica em uma formacao fisica, quimica e bioldgica especifica para cada ambiente,
proporcionando caracteristicas peculiares a sobrevivéncia das espécies vegetais nestes
locais. A estrutura fisica da comunidade de plantas tem uma forte influéncia sobre as
comunidades de abelhas, variando de regido para regido, em que cada espécie da
composi¢ao floristica traz consigo uma importancia ecoldgica muitas vezes
desconhecida (Heithaus 1979; Moldenke 1975).

Embora tenha se observado pouca variedade de sitios de nidificacdo, nenhum
dos substratos de nidificagdo utilizados por esta abelha no Maranhdo, tinha sido
registrado, até entdo, em outro trabalho de M.subnitida. Tem-se registro de C.
brasiliensis apenas para M.quadrifasciata, Trigona clavipes, Scaptotrigona postica e
Celetrigona longicornis (Antonini 2002; Antonini e Martins 2003; Régo e Albuquerque
2008; Mateus et al. 2009) e outros meliponineos.

O registro de M. subnitida nidificando no mangue Avicennia germinans merece
destaque, pois este ecossistema proporciona um ambiente incomum ao semidrido em
que M. subnitida costuma predominar. Bruening (2001) ja afirmava a preferéncia da
abelha ao sertdo com dominio morfoclimético e fitogeografico particulares, atribuidos
ao seu isolamento geografico (Sarmiento 1975).

Todavia, o ecossistema de manguezal apresenta condi¢Oes climéticas distintas

dos outros ecossistemas mais secos, principalmente no que tange a umidade relativa do
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ecossistema. Enquanto o bioma da Caatinga apresenta vegetacdo xeromorfica, adaptada
a escassez de 4gua, o ecossistema de manguezal é caracterizado por constantes
inundacdes pela maré, com média de umidade anual de 53%.

As caracteristicas morfologicas e fisioldgicas das plantas e animais de
manguezais exibem adaptagdes convergentes que lhes permitem viver naquele ambiente
tdo peculiar. Essas adaptacdes sao as que ddo ao ecossistema manguezal seu aspecto
particular, caracterizado principalmente por seu sistema radicular acima da superficie do
solo (Vanucci 2003).

Registros de meliponineos nidificando em manguezal sdo pouquissimos, tendo
conhecimento de apenas M. fasciculata na Regidao Amazodnica, nos Estados do Pard e
Maranhdo. Esta espécie € relativamente rara em dreas de terra firme, mas ainda muito
abundante nas regides de mangue, em que ainda existem bastantes arvores com 0cos
suficientemente grandes para alojar suas familias (Venturieri et al. 2003). Além da
oferta de cavidade favoravel para nidificacdo, os manguezais sao fornecedores em
abundancia de resinas, cujo produto final € uma prépolis vermelha (Vanucci 2003).

Estas resinas produzidas pelas 4rvores do manguezal sdo dteis na
termorregulacdo interna do ninho e na construcdo das colonias, possibilitando a
continuidade desta espécie no ecossistema. Inclusive, na entrada dos ninhos de M.
subnitida observou-se um material de coloracdo avermelhada que se acredita ser resina
proveniente das arvores de mangue, podendo ser util para identificacdo da entrada dos
ninhos.

Os ecossistemas como o dos manguezais, destacam-se ainda por apresentar flora

rica em espécies fornecedoras de néctar e pdlen, fontes essenciais de acucar e proteina,
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respectivamente (Imperatriz-Fonseca e Nunes-Silva 2010; Kerr et al.1996; Nogueira-
Neto 1997).

Hubbell e Johnson (1977) afirmam ainda que os meliponineos apresentam uma
preferéncia por classe diamétrica, apresentando um didmetro minimo para o
estabelecimento da coldnia, mas ndo um maximo.

O diametro minimo de cavidade utilizada observado em M. subnitida, foi maior
quando comparado a outros trabalhos. Martins et al. (2004) encontrou, para essa mesma
espécie, uma média de 17 cm, com amplitude de 9-47 cm, enquanto no PNLM, a média
observada foi de 43 cm, variando de 26-66 cm.

No presente trabalho, M. subnitida apresentou-se nidificando em cavidades com
diametro minimo de 26 cm Em outros estudos de nidificagdo com espécies de abelhas
sem ferrdo, o menor didmetro encontrado foi de 24 cm para as espécies Tetragonisca
angustula e Nannotrigona testaceicornis; 38 cm para T. clavipes; 27 cm para Plebeia
droryana; 17 cm para Melipona beecheii; 18 cm para M. compressipes e 17 cm para
Scaptotrigona sp (Cortopassi-Laurino et al. 2009).

Essa preferéncia por um didmetro minimo para constru¢do do ninho,
provavelmente, esté relacionada ao tamanho dos favos, termorregula¢do ou ainda com o
tipo de agrupamento de células de cria. Como exemplo disto, células em cacho sdo mais
plasticas em relacdo ao espaco ocupado do que as normalmente construidas em favos
horizontais (Van Veen e Arce 1999; Moreno e Cardozo 2002; Cortopassi-Laurino et al.
2009).

Estudos realizados com abelhas sem ferrdo que nidificam em ocos de drvores em
uma floresta seca na Costa Rica (Hubbell e Johnson 1977), e mais recentemente em

areas de florestas na Malasia (Eltz et al. 2003), indicaram uma baixa seletividade dessas
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abelhas ao escolher uma determinada espécie de arvore. Para esses autores, essas
abelhas parecem ser totalmente oportunistas na selecdo dos locais onde constroem o0s
ninhos e provavelmente colonizam qualquer drvore que ofereca cavidade com tamanho
satisfatorio. Porém, € provavel que espécies de arvores sejam diferentes na tendéncia de
formar cavidades, devido as diferencas na madeira e caracteristicas de crescimento
vegetacional (Eltz et al. 2003), o que pode favorecer a dispersdao de uma ou mais espécie
de abelha em particular.

Além da disponibilidade de sitios propicios, fatores fisicos, como temperatura,
podem também influenciar a escolha de sitios de nidificagdo por diferentes espécies
(Darchen 1972; Roubik 1989). Os locais de alojamento dos ninhos devem manter
determinadas faixas de temperatura, pressao e umidade favordveis para permanéncia das
colonias.

A temperatura dos abrigos varia principalmente em funcao das radiacdes solares,
embora seja influenciada também por outros fatores, como ventos, chuvas, umidade. No
espaco interno, o calor se distribui na maior parte por convec¢do da energia irradiada
por massas que a captam do espaco externo, € que, atuando como reguladores,
distribuem o seu fornecimento no tempo.

A temperatura pode explicar, também, a constru¢do da maioria das coldnias,
91,43%, em arvores vivas, uma vez que o aproveitamento de espacos internos de
vegetais vivos para constru¢do de ninhos mantém uma temperatura interna mais estavel
e favorece o desenvolvimento mais rdpido de larvas e pupas. Em alguns casos,
diferencas de até 10°C entre as temperaturas externas e interna do ninho foram

observadas em colonias de formigas (Zmitrowicz 2001).
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Assim, o que se tem observado € a variedade de sitios utilizados para
nidificacdo, cada vez mais abrangentes e inusitados, inclusive, sitios que, até entdo,
ainda ndo tinham sido registrados para essa espécie de abelha.

Distribuigdo espacial.

Pouco se sabe a respeito do padrdo de distribuicao espacial dos ninhos em
abelhas sociais. Possivelmente, esta relacionado a fatores extrinsecos como a
distribuicdo e densidade de substratos adequados a construcdo destes, a aspectos
ecoldgicos de ocupacdo dos ocos e a predacdo, bem como a aspectos intrinsecos de cada
espécie, como a multiplicacdo das coldnias de abelhas verdadeiramente sociais feita
através de enxameagao proximo a coldonia mae (Serra et al. 2009).

No caso das abelhas sem ferrdo, Nogueira - Neto (1954) verificou que a
fundacdo de um novo ninho acontece quando a colonia mae estd muito forte e as
condicdes ambientais favoraveis.

O fendmeno se da pela saida de um grupo de operarias do ninho-mae a procura
de um novo local para instalar um ninho. Estas operarias fazem uma “limpeza” no local
escolhido e trazem consigo, nas corbiculas, mistura de mel e pélen que ingerem nos
potes dos ninhos-mae enchendo a vesicula melifera construindo os primeiros potes de
alimento (Nogueira-Neto 1954; Oliveira 2010).

Os contatos entre ninho-filho e ninho-mée podem permanecer durante um longo
periodo, dependendo da quantidade de recursos disponiveis para o ninho filho.
Geralmente estas relacdes entre ninhos se interrompem apds o nascimento da primeira
cria do ninho filho. Sabe-se que os novos enxames t€m preferéncia para ocupar locais

que ja foram utilizados por outras colonias de abelhas, com restos de cera e/ou batume.
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O padriao de dispersdao agregado dos ninhos observado pode estar relacionado a
abundancia de H. balsamifera nos transectos vistoriados e a baixa disponibilidade de
recursos favordveis para nidificacao.

Além disso, a reducdo da variedade de habitos vegetais pode estar relacionada ao
uso da vegetacdo para fins comerciais e subsisténcia pela comunidade, o que favorece
formacdo de ervas, lianas e arbustos — habitos ndo propicios para constru¢ao de ninhos —
proporcionando uma vegetacdo pouco densa e, possivelmente, possuir menor
disponibilidade de recursos (florais e de nidificacao).

Serra et al. (2009) encontraram um padrdo agregado para abelhas que
nidificavam em uma 4area de capoeira, bastante degradada e mata aberta, enquanto nas
parcelas que apresentavam uma vegetacdo mais densa, os ninhos foram considerados
isolados, por possuir maior variedades de sitios para nidificacao.

A abundancia desta espécie nas parcelas vistoriadas, explicam, provavelmente, a
agregacdo — de acordo com o indice de Variancia/Média e observado na andlise de
cluster - dos ninhos de M. subnitida, j4 que a mesma apresentou-se, depender desta
espécie para nidificacdo na drea de estudo, ndo nidificando em nenhum outro substrato,
além de H. balsamifera.

Batista et al. (2003), ao estudar trés tipos diferentes de habitat — floresta
estruturada, floresta em recuperacdo e outra empobrecida — e relaciond-las com a
diversidade de abelhas, observou que a floresta em recuperacdo continha o menor
numero de espécies e apresentou a maior dominancia por uma tnica espécie.

A presenca de jandaira neste ambiente pode ser explicada por hipdteses
tradicionais que sugerem a expansdo geografica da vegetacdo xerdfita favorecida por

mudancas climdticas durante os periodos glaciais influenciando as composicdes
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vegetais de outros tipos de ecossistemas, como os da restinga, caracterizando uma drea
de transicdo, pela presenca de vegetacdo do cerrado e caatinga, e até mesmo
substituindo 4reas de vegetacdo meséfila, como a Amazonia e a Mata Atlantica, que
ficaram reduzidas a locais de maior umidade, chamados de refiigios do Quaternério
(Haffer 1969; Vanzolini e Williams 1970).

Esta distribuicdo, no entanto, pode tornar-se limitada, além das atividades de
desmatamento da regido, mas também por fatores naturais que sdo intrinsecos a regiao
de dunas. A dindmica de dunas pode soterrar dreas de vegetacdo natural, como o fez e
tem sido feito, comprometendo a distribuicdo de M. subnitida para outras regides do
Parque.

4.2. Biologia Molecular

H4 poucos estudos de genética molecular para abelhas do género Melipona e
menos ainda estudos voltados para andlises populacionais de M. subnitida. Bonatti
(2012) (dados ndao publicados) e Cruz et al. (2006), recentemente, estudaram
caracteristicas genéticas de populagdes de jandafra e a variagao intraespecifica do DNA
ribossdmico (ITS1), respectivamente.

Cruz et al. (2006) buscando estudar a variacdo genética de M. subnitida de 14
localidades, mostraram elevadas divergéncias nucleotidicas e esta variacdo foi tida
como uma evidéncia de populacdes isoladas envolvidas por um longo periodo de tempo
o que possibilitou um processo de diferenciagcdo especifica por conta de influencias das
diferentes pressoes ambientais.

Por outro lado, Bonatti (2012) (dados nd3o publicados) ndo verificaram

correlagdo positiva entre a estruturacdo genética das populagdes, mas observaram
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significativa correlacdo entre distancias genéticas e morfoldgicas, possibilitada pela
existéncia de um fluxo génico facilitado pelo homem, através do transporte de coldnias.

A diversidade haplotipica aqui observada, 0,62, € resultado dos haplétipos
surgidos, porém ndo compartilhados entre as populacdes, podendo-se considerar esses
haplotipos como local-especificos, dada a exclusividade dos mesmos por drea estudada.
O mesmo pode ser observado por Francisco (2008), ao realizar um estudo de 70 ninhos,
envolvendo quatro populagdes de Plebeia remota, em que o autor observou o
surgimento de 15 haplétipos diferentes e poucos destes compartilhados entre as
populacdes; apenas dois haplétipos foram comuns entre duas populagdes.

O nao compartilhamento de haplétipos pode ser justificado pelo fato destas
abelhas se encontrarem em uma drea onde, até muito recentemente, a meliponicultura
inexistia, impossibilitando as trocas facilitadas pelo homem.

Enquanto vérios trabalhos apontam a similaridade genética entre as populagdes
como resultado da troca de colonias entre meliponicultores, nota-se neste estudo que,
provavelmente, ndo exista mais fluxo génico entre as coldonias analisadas, dai o
surgimento e fixa¢do de haplétipos diferentes nas dreas distintas, sendo, porém, todas as
colonias provenientes de um ancestral comum, sem intervalo de tempo suficiente para
que houvesse diferenciagdo.

Contudo, apesar da elevada diversidade haplotipica, a arvore mostrou pequenas
e, em alguns casos, inexisténcia de distncias genéticas entre e dentro das populacdes.
Como os meliponineos apresentam um comportamento de dependéncia entre colonia-
filha com a colonia-mde, ndo hé diferenca entre os ninhos, ainda mais quando os
mesmos encontram-se distribuidos no espaco de forma agregada, proporcionando uma

composi¢do genética semelhante a dos ninhos.
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A auséncia de diversidade nucleotidica (w) foi explicada por cada populacio
apresentar um unico haplétipo individual. A baixa diversidade nucleotidica foi
observado por Batalha-Filho et al. (2010), onde os valores negativos encontrados
evidenciam a ocorréncia de gargalos populacionais seguidos de expansdo demogréfica
recente.

A mesma explicacio é observada no trabalho realizado por Bonatti (2012)
(dados nao publicados) que também encontrou baixa variabilidade nucleotidica em
todas as populacdes e atribuiu a este resultado ao pequeno nimero de individuos
fundadores dessas populacdes durante a expansao da drea de ocorréncia, como também
pela possivel ocorréncia de alteracdes ambientais em tempos remotos, com consequente
reducdo no tamanho populacional (gargalo populacional).

O baixo fluxo génico entre as populagdes estd relacionado entdo, ao isolamento
das populagdes ocasionadas pela baixa taxa de fecundidade do grupo, aliada a baixa
capacidade de dispersdao gerando um baixissimo fluxo génico em relacdo ao DNA
mitocondrial. A partir dai, cada uma das populacdes fixou um haplétipo e
possivelmente passard por um processo de diferenciacdo mais intensa por meio das
diferentes pressoes as quais as populagdes estdo submetidas.

Deve ser mencionado também que, ao contrario de Apis melifera, cujas coldnias
podem realizar enxameacao trés a quatro vezes ao ano, abelhas sem ferrdo reproduzem
apenas uma vez ao ano ou menos que um ano frequentemente (Roubik 1989). Fatores
ambientais como disponibilidade de recursos, sitios de nidificagdo e predacdo
desempenham um papel na multiplicacdo das coldnias e, consequentemente, na

dispersao (Roubik 1989).
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A auséncia de variabilidade genética pode estar atrelada ao tamanho amostral em
cada populacdo. Segundo Bonatti (2012) (dados ndo publicados), a diversidade
nucleotidica pode ainda ser influenciada por erro amostral devido ao baixo nimero de
ninhos coletados para a maioria das localidades, podendo-se apenas fazer inferéncias a
respeito dos resultados obtidos.

Desta forma, o conhecimento da existéncia de M. subnitida na costa litoranea do
Maranhao € recente e sua permanéncia na regido encontra-se ameacgada, visto que o
intenso desmatamento na drea do Parque tem prejudicado a disponibilidade de
cavidades arboreas para nidificacdo. Além desta problemaética, questdes naturais como a
dindmica das dunas, onde o soterramento da vegetacdo € inevitdvel, tem sido uma
ameaca em potencial favorecendo a fragmentacdo de hébitats e inviabilizando o fluxo
génico com outras populagdes.

Sitios diferenciados como A. germinans e H. balsamifera destacaram-se e
ganharam destaque uma vez que se mostram como uma alternativa para nidificacdo de
M. subnitida, além das espécies vegetais ja conhecidas para construcdo de ninhos de
jandaira em outros estudos. Desta forma, medidas que busquem incentivar a pratica de
manejo adequado e preservacdo das espécies arbdreas do local que favorecam a
construc¢do de ninhos devem ser incentivadas e praticadas, como medidas de possibilitar
a manutencdo desta abelha na regido.

Os resultados moleculares mostram auséncia de variabilidade genética entre as
populacdes, implicando em origem ancestral comum. A auséncia de variabilidade
genética pode ser explicada por ser uma espécie jovem com baixa taxa de fecundidade e
dispersdo limitada, com auséncia de fluxo gé€nico entre as populacdes, o que possibilitou

a formacao de quatro haplétipos. Ainda pelo fato de as abelhas se encontrarem em uma
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area onde, até muito recentemente, a meliponicultura inexistia, impossibilitando as
trocas facilitadas pelo homem. Além disso, este trabalho foi pioneiro ao estudar M.
subnitida nos LengOis Maranhenses e fazer registro de outros sitios de nidificagdo,
apresentando alternativas de espécies vegetais, para a criagdo racional de jandaira com
destaque para H. balsamifera e manguezais. Estes ultimos, embora apresentem
inimeras caracteristicas favordveis a criacdo de abelhas, sdo raros os estudos que visem
a avaliacdo do seu potencial floristico, como pasto para as abelhas produtoras de mel.
Este estudo mostrou, entdo, a interdependéncia e conexdes vitais entre todos os
constituintes de um ecossistema, nao podendo analisar um organismo isolado do
contexto no qual estd inserido, devendo-se avaliar os prejuizos e consequéncias de

enxergar os constituintes como objeto isolado do meio.
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Fig. 1 Localizacio do Parque Nacional dos Lenc6is Maranhenses (PNLM) com

destaque, em amarelo, para os municipios que fazem parte do PNLM e em vermelho,

Ponta do Mangue.
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Fig.2 Desenho esquemadtico da metodologia de busca dos ninhos.
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Fig. 3 Distribuicdo espacial dos ninhos (em vermelho) encontrados em Ponta do

Mangue - Parque Nacional dos Len¢6is Maranhenses. Fonte: Google Earth, 2013.
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24 42° 47. 873’ 2°34. 997
43 42° 47.812' 2°35.092'
50 42° 47. 614 2°35.101"
51 42° 47. 603' 2°35.116'
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52 42° 47.603' 2°35. 114
53 42° 47. 905' 2°34.955'
144 42° 48.141' 2°35.110°
148 42°49.104' 2°36.601'
149 42°49.862' 2°36.758'
156 42° 47.641' 2°35.097
159 44° 14.870' 2°31.033'
160 42° 48.376' 2°34.760'
161 42° 48.622' 2°34.775'
162 42° 48.622' 2°34.775'
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Fig. 4 Entrada dos ninhos de M. subnitida

Fig. 5 Coloragdo alaranjada identificada na entrada de alguns ninhos e na drvore de

Avicennia germinans
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Fig. 6 Dendograma realizado pela andlise de cluster. Agrupamento dos ninhos por

localidade as diferentes distancias e visualizagdo da distribuicdo agregada em cada drea
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Fig. 7 Arvore de proximidade genética pelo método de neighbor joining entre as

populacdes de Melipona subnitida.
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Tabela I Espécies encontradas em uma comunidade vegetal em Barreirinhas — MA e

seus habitos.

Familia Espécie Habito
Amaranthaceae Alternanthera sp Liana
Anacardiaceae Anacardium microcarpum Arbusto
Mandevilla sp. Epifita
Apocynaceae Hancornia speciosa Arbustivo
Secondatia densiflora Arbustivo
Araceae Copernicia prunifera Arbéreo
Arecaceae Artrocaryum chambira Arbéreo
Asteraceae sp 1 Arbusto
Boraginaceae sp 2 Liana
Burseraceae Protium hepaphylum Arbusto
. Cassia racemosa Liana
Caesalpinaceae 3
Hymenaea Courbaril Arvore
Caryocaceae Caryocar brasiliense Arvore
Evolvulu sp. Liana
Convolvulaceae Cuscuta sp Epifita
Chrysobalanaceae Chrysobalanus icaco Arbustivo
Humiraceae Humiria balsamifera Arbusto
Lentibulareaceae Utricularia sp. Herbaceo
Cuphea tenella Liana
Lithraceae _
Dipluodon sp. Liana



Melastomataceae

Malpighiaceae

Malvaceae

Menianthaceae

Mimosoidea

Myrtaceae

Ochnaceae

Passifloraceae

Polygalaceae

Poaceae

Rubiaceaea

Solanaceae

Tuneraceae

Verbenaceae

Camolia lithroides

Mouriri guianensis

Byrsonima crassifolia

Byrsonima chrysophilla

Sterculia sp.

sp3

Nymphoides indica

Abarema cocleata
Stryphnodendron polyphylum
Eugenia biflora
Myrcia obtusa
Ouratea racimiformis
sp4
Polygala sp.
spS
sp6
sp7

sp 8

Solanum crinitum
sp9
spl0

Avicennia germinans

Liana

Arbusto

Arbusto
Arbusto

Arboreo
Arbustivo

Herbacea

Arbusto
Arbusto

Arbusto
Arbusto
Arbustivo
Epifita
Liana
Liana
Liana
Liana

Liana

Arbusto
Liana
Liana

Arvore
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Tabela I1. Sitios de nidificacdo utilizados por M. subnitida na drea de estudo

- . o Numero de ninhos
Espécies de arvores Familia Nome vulgar -
por espécie
Avicennia germinans Verbenaceae Mangue siriba 2
Caryocar brasiliensis Caryocaceae Pequi 1
Humiria balsamifera Humiriaceae Mirim 22

Tabela III. Parametros de estatistica descritiva apresentados pelos substratos de

nidificacdo utilizados por M. subnitida no PNLM, onde C corresponde ao diametro; N,

ao numero de individuos e SD, desvio padrio.

Altura das C (entrada do
Estatistica Descritiva arvores (m) ninho) (m) Altura do Ninho (m)
N 24 24 24
Média/SD 2,41(x1,088)  0,43(x0,127) 0,63 (+0,497)
Minimo 1,2 0,26 Nivel do solo
Maximo 5,0 0,66

2,15
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Tabela IV. Diversidade genética das popula¢des de M. subnitida para os haplétipos do

gene mitocondrial COI. (N) nimero de individuos; (S) nimero de sitios polimérficos;

(h) nimero de haplotipos; (Hd) diversidade haplotipica; (n) diversidade nucleotidica;

(k) ndmero médio de diferencas

N H Hd n k
Barreirinhas (Bonatti, 2012) 7 2 0,57 0,0012 0,57
Parque dos Lencdis 19 1 - - -
[lha Delta do Parnaiba 7 1 - - -
Total 4 4 0,61 0,0024 1,06

Tabela V. Hapl6tipos identificados em cada populacao.

Haplotipos (]]::;;:g’igg?;) Ilha Parque Lencéis
(n=7) (n=7) (n=19)
H1 4 - -
H2 - 7 -
H3 - - 19
H4 3 - -
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Tabela VI. Comparacdo dos sitios de nidificagdo identificados neste trabalho com os de

outros estudos.

Maranhao
(Este trabalho)

Paraiba; Rio Grande do Norte;

(Bruening 2001; Camara et

al.2004; Martins et al. 2004;

Marinho et al.2002)

APA Delta do Parnaiba
(Informacao pessoal)

Avicenia germinans

(Verbenaceae)

Caryocar brasiliensis

(Caryocaceae)

Humiria balsamifera

(Humiriaceae)

Amburana cearensis

(Caesalpiniaceae)

Anadenanthera colubrina

(Amaranthaceae)

Aspidosperma pyrifolium

(Rosaceae)

Annacardium occidentale

(Anacardiaceae)

Bromelia sp.

(Bromeliaceae)

Caesalpinia bracteosa

(Caesalpiniaceae)

Caesalpinia ferrea

(Caesalpiniaceae)

Caesalpinia pyramidalis

(Caesalpiniaceae)

Cnidoscolus phyllacanthus

(Euphorbiaceae)

Commiphora leptophloeos

Anacardium occidentale

(Anacardiaceae)

Astrocaryum vulgare

(Arecaceae)

Caesalpinia pyramidalis

(Caesalpiniaceae)

Commiphora leptophloeos

(Burseraceae)

Copernicia prunifera

(Arecaceae)

Hymenaea courbaril

(Caesalpiniaceae)

Talisia sculenta

(Sapindaceae)

spl

46



(Burseraceae)

Croton sonderianus

(Euphorbiaceae)

Dipteryx odorata

Enterobium contortisiliquum

(Mimosaceae)

Euphorbia brasiliensis

(Euphorbiaceae)

Ipomaeia acuminata

(Convolvulaceae)

Licanya rigida

(Chrysobalanaceae)

Mimosa hostilis

(Mimosaceae)

Myracroduon urundeuva

(Anacardiaceae)

Piptadenia communis

(Mimosaceae)

Spondias tuberosa

(Anacardiaceae)
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ANEXO
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Apidologie publishes original research articles, reviews and scientific notes on the
biology of insects belonging to the superfamily Apoidea (Michener, 1944), the term
“biology” being used in the broader sense. The main topics include : behavior, ecology,
pollination, genetics, physiology, toxicology and pathology. Systematic research can
also be submitted to the extent that it concerns the Apoidea. Also accepted are research
papers, including economic studies, on the rearing, exploitation and practical use of
Apoidea and their products, as far as they make a clear contribution to the
understanding of bee biology. Preference will be given to studies that are hypothesis
driven. Papers which are only of descriptive kind and of local interest are not

accepted.

The journal Apidologie publishes original articles, review articles, scientific notes,
proceedings of scientific meetings and extensive bibliographies in English. It is the
author’s responsibility to ensure that the manuscript is written in appropriate English.
Non English-speaking authors are strongly encouraged to consult a professional proof-
reading service prior to submission. The editorial board maintains the option of
returning, before evaluation, manuscripts which do not meet the instructions and/or
acceptable standards of English.

Original and review articles have an abstract in English.

A- Original articles: they should be no longer that ten pages as a rule, i.e. about 30,000
characters (spaces excluded), including tables and figures (see ‘Manuscript structure’
for more information).

B- Review articles: Their length is limited to about 60,000 characters, spaces excluded.
The usual division into ‘materials and methods, results and discussion” may be

replaced by a more adapted structure.

C- Proceedings of scientific meetings: Summaries of communications are limited to
1700 characters, spaces excluded. They have no chapters, bibliographic references,
tables or acknowledgements and are published by prior arrangement with the Editorial
Board.

D- Scientific notes: Apidologie publishes brief notes to report information and
observation for which replication is not possible or additional data cannot be easily
obtained and which have an exceptional scientific interest. The authors must justify
in the cover letter the appropriateness of presenting their data as a Scientific Note.

The length of such notes will be strictly restricted to 3 pages (i.e about 9,000 characters,
spaces excluded, if only text and references) and publication will depend on the
availability of space in the journal and general interest to readers of Apidologie. This
form is intended to augment scientific communication and is by no means for articles
that are not of sufficient rigor to be published as full papers. All submissions must
include ‘scientific note’ in the title. Only the title is translated in French and German;
there is no summary.

E- Extensive bibliographies: A two-pages synopsis of introduction is published in the
printed version, the bibliography itself being available online only. Before preparation
and submission of such bibliographies, authors are advised to contact the Editorial
office. References are published in HTML format in addition to PDF format.

All manuscripts are examined initially by Apidologie scientific editors for their
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appropriateness to the journal. Those which do not match the scope of Apidologie or are
of insufficient general interest are sent promptly to their authors. Other manuscripts are
sent to a minimum of two experts chosen by the handling editor. Reviewers are invited
to present their comments and/or suggestions within 4 weeks after getting access to the
manuscript.

Reviewers’ comments are sent to the authors without their names to remain anonymous.
Final acceptance is a decision of the handling editor and is based on the reviewers’
reports and the editorial board advice.

In case of revision, the authors must indicate in which ways the comments and
suggestions were taken into account or why they were not. The corrected version should
be returned to the handling editor within 2 months after the decision has been made.
After this delay, it will be considered as a new manuscript. Depending on the handling
editor’s decision, revised manuscripts may be sent out to reviewers a second time.

Please read these instructions carefully before submitting your manuscript: the
Editorial Board maintains the option of returning to authors, before the reviewing
process, any manuscript not in compliance with these recommendations.
Submission of a paper implies that it reports original unpublished work, that it has not
been accepted and is not under consideration for publication elsewhere. All authors
must have read and approved the manuscript.

The accepted language is English. The papers (original and review articles) are
published with an abstract in English.

Authors have to submit their manuscripts online ttps://www.editorialmanager.com/apid/
. Electronic submission substantially reduces the editorial processing and reviewing
times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink “Submit
online” on the right and upload all of your manuscript files following the instructions
given on the screen.

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for
both the print and online format and to include evidence that such permission has been
granted when submitting their papers. Any material received without such evidence will
be assumed to originate from the authors.

The manuscript should be submitted in Word (please do not submit docx files) and
typed in Times 12 double-spaced with margins of at least 3 cm at the top, bottom and
sides for editor’s marking. Lines and pages should be numbered.

The manuscripts (original articles) should be arranged as follows: title page,
authors’names and addresses, short title, abstract and keywords, introduction, materials
and methods, results, discussion/conclusion; acknowledgements, references, figures
captions, tables, figures. Tables and figures, with their captions, should not appear in the
text, but be placed together in the end of the text.

1. Introduction

2. Material and Methods

3. Results

4. Discussion/ Conclusion

Acknowledgements
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The name of the funding organizations should be written in full. Please do not use more
than three levels of displayed headings.

Title

With no more than 150 characters, spaces excluded (i.e. 3 lines max. on the printed
page). If there are Latin names of plants and animals, please do not mention the name of
the author in the title. (This authority needs to appear only once in the article, with the
first mention of the taxon in the text)

Authors: First names (in full) and last names of each author.

Address of all authors; detailed address of the corresponding author with his/her mail
address.

Short title:No more that 45 characters, including spaces.

Abstract

It should be no more that 850 characters and should contain no paragraphs, footnotes,
references, cross-references to figures or tables and undefined abbreviations.

Keywords

Up to five keywords should be supplied, separated by slashes, in bold lowercase letters.
Acknowledgements

Acknowledgements of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section.
The names of funding organizations should be written in full.

References

The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. An author citing a paper 'in press' should
either provide a DOI or a proof of acceptance to the editors, otherwise it should be cited
as 'unpubl. data'. Unpublished data or personal communication should not appear in the
list but should be cited in the text as ‘unpubl. data’.

Reference list entries should be alphabetized by the last name of the first author of each
work. In case of a reference with more than 10 authors, list only the first 5 authors and
then ‘et al.” If an author has several publications, the order is as follows: publications of
the single author in chronological order, publications of this senior author with one co-
author in chronological order, publications of this author with more than one co-author
in chronological order.

The titles of the journals should be abbreviated, with punctuation marks, according to
the ISSN List of Title Word Abbreviations (see: www.issn.org/2-22661-LTWA-
online.php)

The authors’initials should be punctuated as well.

Exemples of the layout and punctuation to be used are given below:

Article of a journal :

Burgett, M., Burikam, I. (1985) Number of adult honey bees (Hymenoptera: Apidae)
occupying a comb: a standard for estimating colony populations. J. Econ. Entomol. 78
(6), 1154-1156 Article by DOI:

Bevk, D., Kralj J., Cokl, A. (2011) Coumaphos affects food transfer between workers of
honeybee Apis mellifera. Apidologie, DOI:10.1007/s13592-011-0113-x

Book :
Bailey, L., Ball, B. V. (1991) Honey Bee Pathology. Academic Press Ltd., London.
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Book Chapter :

Henderson, P. J. F. (1992) Statistical analysis of enzyme kinetic data, in: Eisenthal, R.
and Danson, M. J. (Eds.), Enzyme assays: a practical approach. Oxford University
Press, Oxford, pp. 277-316

Electronic material:

Agreste, MAAPRAT (2011) Répartition du Territoire. 2009-2010 semi-définitive
[online]  http://www.agreste.agriculture.gouv.fr/thematiques/territoire-environnement
(accessed on 05 July 11)

Citation in the text: refer to author(s) and year of publication (Dupont 1956). When
there are more than two authors, give the first author’s name followed by ‘et al.’.

Abbreviations:

The acronyms and scientific abbreviations should be defined at first mention in the text,
except for the common ones (DNA, RFLP, PCR, ANOVA, etc.). The authors’ initials
and the abbreviated titles of the journals should be presented with punctuation marks in
the list of references.

Units

Units should be from the International System of Units (SI) (English version available
at : http://www.bipm.org/en/si/). For example, hectares and ppm do not belong to the SI
and should be changed into m2 and mg/kg or puL/L, respectively.

On the SI website you also find the official abbreviation of each unit. For example :
l1h=60min=3600sand 1d=24h

The official abbreviation of liter is L. We use L to discriminate from 1 (one).

Time is expressed as follows : 1150 h for 11h50 a.m. and 1715 h for 5h15 p.m.

Latin names

The Latin names as well as the authority must be cited in full at the first mention in the
text and then the genus abbreviated in the following citations. The authority should not
appear in the title or the abstract. Latin genus and species must be italicised.

Varroa

The word should not be used like a common noun (varroa) but be replaced either by the
latin binomial (V. destructor or V. jacobsoni) or by « mites » when the meaning is
nequivocal.

Races of honeybees

The honeybee subspecies should be mentioned in Latin only if morphometric or genetic
proof of the race can be produced. If not, use a circumlocution such as « derived from
Carnolian honeybees”. For the sake of accuracy, the terms European-derived and
African-derived should be used for studies involving honey bees in the New World in
which the origins or racial makeup of the study population needs to be stated.
Geographical coordinates

When the location of the experiment is meaningful, geographic coordinates of the place
should be added.

DNA Sequences

Apidologie requires that sequence data generated and used in studies published in the
journal be submitted to Genbank prior to publication and the Accession numbers then
placed in  the manuscript  text (or in  figures and  tables).
[http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/submit.html]
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e All tables are to be numbered using Latin numerals.

e Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

e For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of the
table.

e [dentify any previously published material by giving the original source in the form of
a reference at the end of the table caption.

« Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or asterisks
for significance values and other statistical data) and included beneath the table body.

For the best quality final product, it is highly recommended that you submit all of your
artwork — photographs, line drawings, etc. — in an electronic format. Your art will then
be produced to the highest standards with the greatest accuracy to detail. The published
work will directly reflect the quality of the artwork provided.

 Supply all figures electronically.

e Indicate what graphics program was used to create the artwork.

« For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use
TIFF format. MS Office files are also acceptable.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.
e Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.

e Definition: Black and white graphic with no shading.

e Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the
figures are legible at final size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum
resolution of 1200 dpi.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

e Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.

o If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

« Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.

e Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.
e Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

e Color art is free of charge for online publication.

o If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another
when converted to black and white. A simple way to check this is to make a xerographic
copy to see if the necessary distinctions between the different colors are still apparent.

o [f the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

e Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).
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e To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

« Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about 2—
3 mm (8—12 pt).

e Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

» Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

» Do not include titles or captions within your illustrations.

o All figures are to be numbered using Arabic numerals.

« Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

« Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

« If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue the
consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix figures, "Al, A2,
A3, etc." Figures in online appendices (Electronic Supplementary Material) should,
however, be numbered separately.

e Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.

e Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

e No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be placed
at the end of the caption.

o [dentify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

o [dentify previously published material by giving the original source in the form of a
reference citation at the end of the figure caption.

e When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

e For most journals the figures should be 39 mm, 84 mm, 129 mm, or 174 mm wide and
not higher than 234 mm.

« For books and book-sized journals, the figures should be 80 mm or 122 mm wide and
not higher than 198 mm.

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions. In
such cases, material from other sources should be used.

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article. This feature can add
dimension to the author's article, as certain information cannot be printed or is more
convenient in electronic form.

o Supply all supplementary material in standard file formats.

e Please include in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.
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e To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other problems
during downloading.

o Always use MPEG-1 (.mpg) format.

e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.
e A collection of figures may also be combined in a PDF file.

« Spreadsheets should be converted to PDF if no interaction with the data is intended.
o If the readers should be encouraged to make their own calculations, spreadsheets
should be submitted as .xls files (MS Excel).

e Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

o It is possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

o If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the

material as a citation, similar to that of figures and tables.

e Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the
n <

animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.
» Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

e For each supplementary material, please supply a concise caption describing
the content of the file.

e Electronic supplementary material will be published as received from the
author without any conversion, editing, or reformatting.

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer’s web page where you can sign the Copyright Transfer
Statement

online and indicate whether you wish to order OpenChoice, offprints, or printing of
figures

in color. Once the Author Query Application has been completed, your article will be
processed and you will receive the proofs.

In addition to the normal publication process (whereby an article is submitted to the
journal and access to that article is granted to customers who have purchased a
subscription), Springer provides an alternative publishing option: Springer Open
Choice. A Springer Open Choice article receives all the benefits of a regular
subscription-based article, but in addition is made available publicly through Springer’s
online platform SpringerLink. We regret that Springer Open Choice cannot be ordered
for published articles.
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Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws. Open
Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains with the
author. In opting for open access, they agree to the Springer Open Choice Licence.

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Online publication of color illustrations is free of charge. For color in the print version,
authors will be expected to make a contribution towards the extra costs.

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed without
the approval of the Editor. After online publication, further changes can only be made in
the form of an Erratum, which will be hyperlinked to the article.

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the
paper can also be cited by issue and page numbers.

At acceptance, you can provide a list of max. 10 email addresses of colleagues: the
journal will send them a complimentary copy of the PDF of your paper. This may
definitely help disseminating your study and increasing its potential impact, as well as
the impact of the journal. http://www.springer.com/journal/13592
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