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RESUMO

SILVA-ALMEIDA, Albeane Guimaraes. Fidelidade Floral, Plasticidade Comportamental
e Forrageamento Individual da Abelha Sem Ferrao Melipona (Melikerria) fasciculata
Smith, 1854. 2022. 216 f. Tese (Doutorado em Biodiversidade e Biotecnologia) -
Universidade Federal do Maranhdo, Maranhdo, MA - Brasil, 2022.

A eficiéncia de abelhas sem ferrdo na poliniza¢do provavelmente esta relacionada a
dependéncia dos recursos florais desde a fase larval até a adulta, sendo o pdlen a fonte
protéica e o néctar a fonte de carboidrato. Estas abelhas podem apresentar preferéncias florais,
que visam otimizar o custo-beneficio do forrageio. Porém, pouco se sabe sobre como abelhas
individualmente se especializam na coleta de seus recursos, tais como preferéncia por
determinadas plantas, ou por um recurso especifico. O objetivo deste trabalho ¢ avaliar o
comportamento individual de forrageiras de Melipona fasciculata, verificando também a
existéncia de fidelidade floral em relagdo a distribuicdo dos recursos e qualidade nutricional
do mesmo. Foi realizado um levantamento da composi¢ao floristica e a fenologia da floragcdo
das plantas no Campus Bacanga da UFMA e arredores, verificando a influéncia da
sazonalidade na distribuicdo dos recursos florais disponibilizados por abelhas, no periodo de
julho de 2018 a junho de 2019. Quase 70% das espécies de plantas observadas na regido sdao
polinizadas por abelhas, com recursos florais distribuidos o ano todo. No periodo seco, o
néctar ¢ o recurso mais ofertado, enquanto que no periodo chuvoso, o polen é o recurso floral
mais disponibilizado (Capitulo 1). No Capitulo 2, foi avaliado o teor de fenois e flavonoides
totais, a atividade antioxidante e a composi¢ao de acidos graxos do polen monofloral coletado
por M. fasciculata nos periodos de Agosto a Outubro de 2018 (periodo seco) e de Marco a
Junho 2019 (periodo chuvoso). Os grido de pdlen de Leucaena leucocephala, Mimosa
caesalpiniifolia e Mimosa pudica apresentaram os maiores teores de fenois totais; ja Senna
siamea, maiores concetragdes de flavonodides totais. O polen que as abelhas coletaram de L.
leucocephala apresentou a maior atividade antioxidante. Das oito espécies analisadas para os
acidos graxos foram quantificados vinte e sete tipos de &cidos graxos, sendo o mais
representativo o 4cido a-linolénico, seguido do acido linoleico e do acido palmitico
importante para a geracao de energia para contragdo muscular durante o voo das forrageiras.
No Capitulo 3, foi verificado o comportamento de fidelidade floral e troca de fonte floral por
forrageiras marcadas de M. fasciculata, e se estes comportamentos estdo relacionados ao valor

nutricional (proteinas e aminoacidos) do pdlen coletadas por elas. De modo geral, abelhas



ii
coletam graos de pélen com maiores concentragdes de proteinas e aminoacidos com maior
frequéncia. Plantas do género Mimosa podem ser consideradas as mais indicadas em uma
dieta para M. fasciculata, pois apresentam os aminodcidos essenciais para as abelhas, valores
acima do minimo necessario. Algumas abelhas que trocam de fonte durante a vida de
forrageira costumam trocar por fonte de qualidade inferior a fonte inicial. Por exemplo, S.
siamea, planta com valor nutricional menor que outras coletadas, foi a fonte mais utilizada
nessas trocas, porém essa possui adaptagdes especiais nas anteras (anteras poricidas), que
restringe a coleta de graos de pdlen a abelhas que realizam a vibragdo das anteras, diminuindo
a competicdo interespecifica. A coleta de poélen em diferentes fontes garante uma dieta

completa, pois um determinado tipo de poélen pode suprir a deficiéncia nutricional do outro.

Palavras-chave: Abelha sem ferrdo; Especializacdo; Recursos florais; Graos de pdlen;

Preferéncias Nutricionais.
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ABSTRACT

SILVA-ALMEIDA, Albeane Guimaraes. Floral Fidelity, Behavioral Plasticity and
Individual Foraging of the Stingless Bee Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854.
2022. 216 f. Thesis (PhD in Biodiversity and Biotechnology) - Federal University of
Maranhao, Maranhiao, MA-Brazil, 2022.

The efficiency of stingless bees in pollination is probably related to their dependence on floral
resources from the larval to the adult stage, pollen being the protein source and nectar the
carbohydrate source. These bees may exhibit floral preferences, which aim to optimize the
cost-benefit of foraging. However, little is known about how individual bees specialize in
collecting their resources, such as preference for certain plants, or for a specific resource. The
objective of this work is to evaluate the individual foraging behavior of Melipona fasciculata,
also verifying the existence of floral fidelity in relation to the distribution of resources and
nutritional quality of the same. A survey of the floristic composition and the flowering
phenology of plants in and around the Bacanga Campus of UFMA was conducted, verifying
the influence of seasonality on the distribution of floral resources made available by bees, in
the period from July 2018 to June 2019. Almost 70% of the plant species observed in the
region are pollinated by bees, with floral resources distributed throughout the year. In the dry
season, nectar is the most offered resource, while in the rainy season, pollen is the most
available floral resource (Chapter 1). In Chapter 2, the content of total phenols and flavonoids,
antioxidant activity and fatty acid composition of monofloral pollen collected by M.
fasciculata in the periods from August to October 2018 (dry period) and from March to June
2019 (rainy period) were evaluated. The pollen grains of Leucaena leucocephala, Mimosa
caesalpiniifolia and Mimosa pudica had the highest levels of total phenols, while Senna
siamea had the highest concentrations of total flavonoids. The pollen that the bees collected
from L. leucocephala showed the highest antioxidant activity. From the eight species analyzed
for fatty acids, twenty-seven types of fatty acids were quantified, the most representative
being a-linolenic acid, followed by linoleic acid and palmitic acid, which is important for the
generation of energy for muscle contraction during the flight of the forage bees. In Chapter 3,
the behavior of floral fidelity and floral source switching by marked foraging bees of M.
fasciculata was verified, and whether these behaviors are related to the nutritional value
(proteins and amino acids) of the pollen collected by them. In general, bees collected pollen
grains with higher concentrations of proteins and amino acids more frequently. Plants of the

genus Mimosa can be considered the most suitable in a diet for M. fasciculata, because they



v
have the essential amino acids for bees, values above the minimum necessary. Some bees that
switch sources during their foraging life usually switch to a source of lower quality than the
initial source. For example, S. siamea, a plant with lower nutritional value than others
collected, was the most used source in these exchanges, but it has special adaptations in the
anthers (poricidal anthers), which restricts the collection of pollen grains to bees that vibrate
the anthers, reducing interspecific competition. The collection of pollen from different sources
ensures a complete diet, because a particular type of pollen can supply the nutritional

deficiency of another.

Keywords: Stingless bee; Specialization; Floral resources; Pollen grains; Nutritional

Preferences.
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1. INTRODUCAO GERAL

As abelhas desempenham um papel importante nas comunidades bioldgicas como
polinizadores (MICHENER, 2007), e tem imensa contribui¢do no cenario econdmico e
ecologico (MORSE e CALDERONE, 2000). A relacdo mutualistica abelha-flor, tem evoluido
ha cerca de 70 milhdes de anos (CREPET et al., 1991), garantido sua alimentago através dos
recursos oferecidos, assim como a polinizagdo das plantas visitadas.

Muitos insetos polinizadores demonstram uma preferéncia para visitar flores de apenas
uma espécie vegetal durante uma viagem de forrageamento (FREE, 1963; KAMPER et. al.,
2016). Esta “fidelidade” ou "constancia” floral provavelmente beneficia plantas, porque o
pélen tera mais chance de ser depositado sobre os estigmas da mesma espécie (GRUTER et.
al., 2011). No entanto, ndo € tdo claro como insetos ignoram flores alternativas gratificantes.

De acordo com Darwin (1876) o comportamento das abelhas de retornar para o
mesmo tipo de flor, repetindo a mesma tarefa, permite a abelhas visitarem fontes de alimento
mais rapidamente do que eles fariam se estivessem alternando entre tipos florais, sugerindo
assim que este tipo de fidelidade floral, pode ser uma adaptagdo para explorar flores de forma
eficiente.

As forrageiras de abelhas sem ferrdo podem também apresentar fidelidade a uma
mesma fonte durante vérias viagens, eventualmente, durante dias (WHITE et al., 2001). A
fidelidade floral de uma abelha teria trés causas bésicas: necessidade, preferéncia ou restricao
inata (FAEGRI e VAN DER PIJL, 2013). A primeira ¢ a segunda ndo tém relagdo verdadeira
com a “fidelidade floral”, pois, no caso da necessidade da abelha, o ambiente ndo oferece
oportunidade de escolha e, no caso da preferéncia pelo recurso, a escolha ¢ limitada por
restricdes morfofisiologicas (KLEINERT et al., 2009).

Diversos trabalhos tém relatado as estratégias de forrageio a respeito da coleta de
néctar, onde forrageiras coletam esse recurso com maiores concentragdes de carboidratos, a
fim de garantir mais energia para realizarem suas atividades (ROUBIK ¢ BUCHMANN,
1984; BIESMEIJER et al., 1999). J4 o pdlen, por sua vez, fornece todos os aminoacidos
essenciais necessarios para o desenvolvimento, a saude e a longevidade das abelhas (GROOT,
1953; ALAUX et al., 2010), no entanto, ndo ¢ bem compreendido se existe estratégias de
exploragdo por pdlens com maior concentragdo de proteinas. O pdlen ofertado pelas plantas
apresenta variagao na composi¢cdo nutritiva e proteica entre espécies de plantas, e também

sofre a influéncia da idade, da condi¢do nutricional da planta e das condi¢des ambientais
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durante o desenvolvimento do polen (HERBERT JR. e SHIMANUKI, 1978). Tudo isso
influencia na qualidade do recurso explorado pelos insetos visitantes.

O conhecimento das fontes florais utilizadas na alimentacdo das abelhas sem ferrdo, e
a distribuicdo espago-temporal desses recursos no ambiente tem grande importancia ecologica
¢ econdmica nesse grupo de abelhas (ALEIXO et. al., 2014; 2017). Estudos sobre as fontes de
recursos florais utilizados por Melipona fasciculata no Maranhdo, foram realizados na regido
da Baixada Maranhense, no entanto foram caracterizadas as principais espécies vegetais a
nivel colonial (MARTINS et al., 2011; ALBUQUERQUE et. al., 2013; CARVALHO et. al.,
2016; GOSTINSKI et. al., 2018), ainda sendo escasso o conhecimento sobre o
comportamento de forrageamento individual dessa espécie, e as estratégias utilizadas de
sobrevivéncia desses individuos diante da distribui¢do dos recursos apresentados no ambiente.

O entendimento do comportamento de forrageamento individual permite estimar o
espectro de fontes florais em um dado periodo ou habitat (RAMALHO et. al., 1991;
IMPERATRIZ-FONSECA et. al., 1993). Através do conhecimento das fontes alimentares, e
como estas estdo distribuidas no tempo e no espago, ¢ possivel tragar estratégias de
exploragdo racional dos recursos naturais (NOGUEIRA e AUGUSTO, 2007; ALEIXO et. al.,
2014; 2017), além do manejo e conservagao das abelhas nativas.

Com intuito de suprir essas lacunas de conhecimento, este trabalho analisou o
comportamento individual de forrageiras de Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854,
verificando também a existéncia de fidelidade floral em relagdo a distribuicdo recursos e
qualidade nutricional do mesmo.Alem disso, essa tese produziu informagdes sobre a busca
por recurso, e a relacdo de coexisténcia com as espécies vegetais, através da distribuicao dos
recursos florais na regido.

Desde modo, no Capitulo 1 realizamos um levantamento das éspecies vegetais
existentes na regido estudada, e a distribuicdo dos seus recursos ao longo do ano. Esse estudo
também auxiliou na identificacdo dos graos de pdlen coletados por M. fasciculata trabalhados
nos capitulos subsequentes. Isso somente foi possivel devido a identificacdo das especies da
regido e a construcdo de uma palinoteca de referéncia regido.

No Capitulo 2 avaliamos o teor total de de fenois e flavondides, a atividade
antioxidante, e a composi¢ao de acidos graxos presente nos graos de polen monofloral
coletados por M. fasciculata.

J& no Capitulo 3 abordamos se a preferéncia floral de M. fasciculata, seja por
fidelidade floral ou pela troca de recursos, pode estar relacionada a sua composi¢cdo

nutricional. Pois entender os comportamentos de fidelidade floral ou de trocas dos recursos
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florais € crucial para garantir suprimento constante as colonias de abelhas sociais. Forrageiras

marcadas individualmente de Melipona fasciculata foram monitoradas para investigar a

especializa¢do individual para diferentes recursos alimentares, e para verificar se a troca esta

relacionada a fatores nutricionais. No periodo seco, a maioria das forrageiras marcadas se

especializou na coleta de néctar, enquanto no periodo chuvoso foi para a coleta de polen.

1.1 Objetivo Geral

Avaliar o comportamento individual de forrageiras de Melipona (Melikerria)

fasciculata Smith, 1854, verificando também a existéncia de fidelidade floral em relacdo a

distribuigdo recursos e qualidade nutricional do mesmo.

1.2 Objetivos especificos

7/
°0

X/
L X4

X/
£ %4

*

*
£ %4

X4

X/
£ %4

Realizar levantamento floristico e estudo fenoldgico dos recursos utilizados por
abelhas na regido da Universidade Federal do Maranhao e entorno;

Verificar a influéncia dos fatores abidticos (temperatura, precipitacao e umidade) na
distribuicdo dos recursos ofertados na regido da Universidade Federal do Maranhdo e
entorno;

Identificar os recursos florais coletados por forrageiras individuais de Melipona
fasciculata;

Avaliar o teor de Fenois e flavonoide totais, a atividade antioxidante, € a composi¢do
em acidos graxos do pdlen monofloral colhido manualmente das corbiculas de M.
fasciculata;

Avaliar se forrageiras de M. fasciculata mantém uma fidelidade floral ao longo de toda
sua vida;

Avaliar se a seletividade de forrageamento ¢ estabelecida logo no inicio da vida das
forrageiras;

Verificar se a preferéncia de forrageamento individual persiste ao longo da vida;
Avaliar se individuos que possuam fidelidade floral apresentam preferéncia por
plantas com polens de maiores concentragdes proteicas;

Avaliar a concentragdo de proteina em diferentes tipos polinicos utilizadas por M.

fasciculata, e analisar qual a influéncia do valor nutricional na fidelidade floral.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Distribuicio, classifica¢ao e diversidade das abelhas

As abelhas estdo amplamente distribuidas em todo o mundo, podendo ser encontradas
desde arecas muito frias, secas e quentes, florestas tropicais umidas até ilhas oceanicas
(LINSLEY, 1958; HEITHAUS, 1979a; FRANKIE et al., 1983). Esses insetos estdo
classificados na Ordem Hymenoptera, sendo agrupados na superfamilia Apoidea, que por sua
vez estd subdividida em sete familias biologicas existentes: Andrenidae, Apidae, Colletidae,
Halictidae, Megachilidae, Melittidae e Stenotritidae, apresentando uma diversidade de
aproximadamente 20.000 espécies descritas (MICHENER, 2007).

No Brasil sdo encontrados representantes de apenas cinco familias: Andrenidae,
Apidae, Colletidae, Halictidae ¢ Megachilidae (SILVEIRA et al., 2002). Apidae ¢ uma das
familias de abelhas mais diversas e comum (SILVEIRA et al., 2002; MICHENER, 2007), com
ampla distribui¢do em todos os continentes (SILVEIRA et al. 2002). Abelhas da familia
Apidae possuem biologia altamente diversificada, que variam desde comportamento solitério,
ou altamente social com castas diferenciadas, ou ainda parasitas sociais ¢ cleptoparasitas.

Apidae estd dividida em trés subfamilias: Apinae, Xylocopinae e Nomadinae. Na
subfamilia Apinae, abrange 19 tribos, em que pode-se destacar as tribos Apini e Meliponini
devido a importancia ecoldgica que possuem, e seu alto nivel de organizagdo social

(MICHENER, 1974; SAKAGAM]I, 1982).

2.2 Abelhas sem ferrao

As abelhas sociais sem ferrdo (Apinae: Meliponini), também denominadas de
meliponineos, ocorrem em regides tropicais do mundo (MICHENER, 2007), com mais de 300
espécies reconhecidas (CAMARGO e PEDRO, 2007). Em muitas areas da América tropical,
abelhas da tribo Meliponini sdo as mais comuns e, consequentemente, sdo responsaveis pela
polinizacdo de muitas espécies vegetais nativas (MICHENER, 2007; BUENO et al., 2021) e
cultivadas (HEARD, 1999; BISPO DOS SANTOS, 2009; MALAGODI-BRAGA, 2002;
CRUZ et al., 2005; ROSELINO et al., 2009; ROSELINO et al., 2010; CAUICH et al., 2004;
DEL SARTO et al., 2005; BARTELLI et al., 2014), sendo capazes de polinizar 30% a 90% da
polinizagdo da flora nativa (KERR, 1996).

Abelhas da tribo Meliponini sdo geralmente encontradas em colOnias perenes que
variam de algumas dezenas a 100.000 ou mais trabalhadores, e possuem diferengas
morfoldgicas e comportamentais separando-as em castas femininas, rainha e operarias

(MICHENER, 2007).
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A organizacdo de insetos sociais se destaca pelo nivel de organizagdo da divisdo de
trabalho da casta ndo reprodutiva (WILSON, 1971; OSTER ¢ WILSON, 1978). O trabalho
entre operarias de abelhas em ferrdo varia de acordo com a idade (KERR et. al., 1996;
MICHENER, 2007). Inicialmente elas realizam a limpeza corporal e permanecem sobre os
favos de cria produzindo cera, cuidam da cria, constroem cé¢lulas de cria e auxiliam as
atividades de postura da rainha. A partir do primeiro terco de vida passam a exercer atividades
como limpeza e manipula¢do de alimento, no entanto ndo deixam de realizar as atividades
anteriores. Posteriormente iniciam a atividade de guarda, onde protegem a entrada do tunel
que da acesso para o ninho. Na ultima etapa, elas iniciam suas atividades no meio externo, ¢ a
partir desse momento essas abelhas sdo chamadas de campeiras, pois saem em busca de
polen, néctar, barro, resina (propolis) e dgua no campo (KERR e SANTOS NETO, 1956;
SOMMEIJER, 1984; SOMMEIJER, 1987; KERR et al., 1996; GIANNINI, 1997).

As abelhas sem ferrdo depositam pdlen e néctar em vasos ovais feitos de cera e resina
dentro do ninho (KERR, 1986; MICHENER, 1974; KERR et al., 1996, ROUBIK, 1989;
ROUBIK 2006; MAIA-SILVA et. al., 2018), para garantir um fornecimento constante de scus
recursos alimentares, aumentando assim as chances de sobrevivéncia da coldnia durante
eventos de escassez de recursos (ROUBIK, 1982; MAIA-SILVA et al., 2015; VOLLET-
NETO et. al., 2017; MAIA-SILVA el. al., 2018).

Dentro da tribo Meliponini, o género Melipona Illiger, 1806 possui o maior nimero de
espécies presentes em toda a regido neotropical, apresentando cerca de 65 espécies conhecidas
(CAMARGO e PEDRO, 2007), além disso ¢ considerado o mais diversificado na bacia
amazonica (SILVEIRA et al., 2002; PEDRO ¢ CAMARGQO, 2012).

O género Melipona ¢ o mais distinto dentre todas as espécies de meliponineos, pois
consiste em abelhas robustas que variam de 8 a 15 mm de comprimento (MICHENNER,
2007). Os ninhos da maioria das espécies de Melipona sdo tipicamente feitos em cavidades de
arvores (SILVEIRA et al., 2002; MICHENER, 2007).

No Maranhdo, a espécie Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854, também
conhecida como “tiuba”, ¢ a abelha mais comum no estado (KERR et. al., 1996) e tem um
importante papel econdmico, pois representa uma das principais fontes de renda para varias
familias no interior do estado (BEZERRA, 2002), que utilizam a produgdo do seu mel para a

comercializagao.

2.3 Relacao Planta - Abelha

Ha pelo menos 430 milhdes de anos os insetos surgiram na Terra, e seu primeiro
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contato com as plantas que ja habitavam o planeta foi como consumidores de esporos e pdlens
(IMPERATRIZ-FONSECA et. al.,1993; DEL-CLARO e TOREZAN-SILINGARDI, 2012).
Essa oferta de recursos alimentares foi tentadora para insetos e outros animais, € assim tornou
essa relagdo mais estreita. A partir desse evento, insetos iniciaram sua radiagdo adaptativa,
favorecendo assim sua diversificagdo juntamente com ans angiospermas (DEL-CLARO e
TOREZAN-SILINGARDI, 2012).

A polinizacdo da maioria das espécies de arvores de florestas tropicais do mundo ¢
realizada por insetos, sendo a mais significativa delas, a realizada pelas abelhas (BAWA,
1990; BUCHMANN e NABLAN, 1996). As abelhas s3o essenciais para a manutengdo de
populagdes de plantas nativas e para a produgdo de alimento (KLEIN et al., 2006;
IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-SILVA, 2010; SANTOS, 2010). Além disso, algumas
espécies de abelhas sociais sdo consideradas importantes, pois podem favorecer o homem
com seus produtos (mel, cera, prépolis e polen), no entanto sua principal importancia esta
ligada a polinizacdo das plantas (MICHENER, 2007).

A polinizagdo realizada por abelhas ¢ considerada um servico ecossistémico
regulatorio, tendo em vista que flores bem polinizadas produzem frutos e sementes de alta
qualidade (BUCHMANN e NABLAN, 1996; KLEIN et al., 2006). Na agricultura, esse
servigo prestado pelas abelhas ¢ visto positivamente, j& que uma boa polinizacdo além de
melhorar a qualidade dos frutos e sementes, contribui com o aumento do peso, tamanho e
nimero de frutos e sementes produzidos (IMPERATRIZ-FONSECA e NUNES-SILVA,
2010).

Ao longo da evolugdo, as plantas desenvolveram estratégias que atraem grande
quantidade de visitantes florais com alta qualidade nos servigos de poliniza¢do, e com isso
polinizadores tendem a maximizar o ganho energético durante o seu forrageamento (STOUT,
2000). As caracteristicas das flores que atraem os polinizadores sdo classificadas como
recompensas e sinais (FAEGRI e VAN DER PIJL, 1979, PROCTOR et al., 1996). A maioria
das plantas emitem sinais de alerta aos polinizadores avisando que a recompensa (p6len e/ou
néctar) esta disponivel, e em troca, quando eles as visitam transferem o polen, permitindo o
transporte deste a outra flor (RECH et al., 2014).

Os sinais de aviso emitidos aos visitantes e polinizadores variam de acordo com a
espécie, estes podem ser visuais (forma, tamanho, cor, textura, etc.) e olfatorios (odores)
(KEVAN e BAKER, 1983; CHITTKA e MENZEL, 1992; DAFNI e GIURFA, 1998). E muito
comum que uma mesma flor possa apresentar mais de um tipo de sinaliza¢do, e recursos para

a atragdo dos visitantes florais (RECH et al., 2014).
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Abelhas e plantas com flores mantém uma relagdo baseada na troca de recompensas
alimentares, onde a planta oferece seus recursos e as abelhas realizam o servico da
polinizagdo (MORGADO et. al., 2002). Essa relagdo contribui com a estruturacdo das
comunidades vegetais, influenciando na distribui¢do espacial das angiospermas, na riqueza ¢
abundancia dessas espécies em um ecossistema (BAWA et. al.,, 1985). A dindmica
populacional dos visitantes florais, em especial as abelhas, esta diretamente relacionada a
quantidade e a qualidade dos recursos existentes e disponiveis para elas em um ecossistema
(WILLIANS et. al., 1999).

A distribui¢@o dos recursos ocorre de forma imprevisivel no tempo € no espago, pois
como se observa, espécies de plantas individuais abrem suas flores em diferentes momentos
do dia e florescem em diferentes épocas do ano (MOORE e RANKIN, 1983). E, para
aumentar as dificuldades na exploracao desses recursos, garantindo assim a polinizagao,
muitas espécies de plantas escondem suas recompensas florais dentro de flores complexas, de
modo que apenas visitantes com uma morfologia apropriada possam alcancar o nectario, e
aprender a lidar com essas flores leva tempo (GOULSON, 2000). De acordo com Menzel et.
al. (1993), abelhas sdo capazes de aprender e memorizar os sinais de alerta para coleta dos
recursos florais, podendo ou ndo apresentar preferéncias por determinadas espécies de plantas,
dentro de uma escala espago-temporal.

A maioria das espécies de abelhas necessitam, quase que exclusivamente, dos recursos
florais ofertados pelas plantas, e estes sdo fundamentais para a sua sobrevivéncia
(MICHENER 1977; MINCKELY e ROULSTON, 2006). O pdlen e o néctar sao os alimentos
mais explorados pelas abelhas (ROUBIK, 1989; MICHENER, 2007; VIT et. al., 2018), que
utilizam esses recursos florais, para alimentagdo dos adultos, na alimenta¢do da sua cria e
construgdo de seus ninhos (ZUCCHI et al., 1969; WILLE ¢ MICHENER, 1973; VOGEL,
1974; NEFF e SIMPSON, 1981; SIMPSON e NEFF 1987, BUCHMANN, 1987; LOKVAM e
BRADDOCK, 1999; (AUGUSTO e GAROFALO, 2003; MINCLEY e ROULSTON, 2006).

Em algumas plantas, o pdlen € a principal recompensa para os visitantes, nesses casos
ele possui duas fungdes: a reproducdo das plantas e a recompensa aos visitantes florais
(SCHLINDWEIN et. al., 2005). Neste ultimo caso, o pdlen se torna uma recompensa muito
cara para a planta, tanto em termos de nutrientes nele investidos, quanto em termos de perda
direta de material genético toda vez que ¢ consumido (WILLMER, 2011). No entanto, quando
os visitantes florais sdo abelhas, este pdlen ¢ perdido para polinizacdo imediata, mas
indiretamente beneficia a polinizagdo, uma vez que serve para alimentar futuros polinizadores

(SCHLINDWEIN et al., 2005).
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2.4 Recursos Florais

Os recursos florais mais procurados por visitantes florais sdo: néctar, pélen, 6leos,
resinas, tecidos florais ¢ compostos aromaticos (RECH et al., 2014). Esses recursos podem ser
classificados como nutritivos (polén, néctar e 6leo) utilizados para a alimenta¢do, ou nao
nutritivos (resinas, tecidos florais e compostos aromadticos), utilizados na constru¢do dos
ninhos, revestimento das células de cria e em casos espécificos utilizados pelos machos
machos na atragdo de fémeas durente a corte (DODSON, 1966; NOGUEIRA-NETO, 1970;
MICHENER, 1974; EICKWORT e GINSBERG, 1980; DRESSLER, 1982; SAKAGAMI,
1982; WILLIAMS e WHITTEN, 1983; SCHEMSKE ¢ LANDE, 1984; STERN, 1991; ELTZ
et al., 1999; PERUQUETTI, 2000; GAGLIANONE, 2000; RAMALHO e SILVA, 2002;
RECH et al. 2014).

2.4.1 Néctar

O néctar floral ¢ produzido pelas glandulas nectérias, que normalmente estdo situadas
na base das flores (WILLMER, 2011). Trata-se de uma soluc¢ao aquosa, rica em agucar, com a
qual as flores atraem e recompensam os seus visitantes, que realizam a transferéncia do poélen
de uma flor para outra (BRANDENBURG et al., 2009), garantindo-lhe a reproducao.

O néctar € composto por trés aglicares principais: sacarose, glicose e frutose (WYKES,
1952; PERCIVAL, 1961). Além desses, podemos encontrar aminoacidos, proteinas, lipidios,
ions inorganicos, compostos organicos volateis e varios compostos secundarios (BAKER e
BAKER, 1982; BAKER e BAKER, 1983a; BAKER e BAKER, 1983b; NICOLSON e
THORNBURG 2007; ROY et al., 2017). Os componentes menores do néctar podem
desempenhar um papel na manipulacdo do comportamento dos polinizadores, impedindo o
roubo de néctar, evitando a deterioragdo microbiana do néctar e defendendo as plantas de
patégenos (BAKER, 1977, CARTER e THORNBURG, 2004; HEIL, 2011; NEPI et al.,
2012). Para os visitantes florais, e/ou polinizadores efetivos, a importancia do néctar nas
dietas se deve principalmente a energia que ¢ fornecida por essas plantas em forma de
acUcares, que podem ser usados para alimentar o voo, produzir cera e incubar a ninhada
(ALFORD, 1975; NICOLSON, 2007).

O néctar ¢ geralmente secretado por um periodo mais longo do dia, e em flores
pequenas, a concentragdo de néctar pode aumentar gradualmente ao longo do dia por
evaporacdo, ¢/ ou adi¢do de mais agucares pela planta (ROUBIK et al., 1995; NICOLSON e
THORBURG, 2007). Este aumento na qualidade do néctar ¢ refletido no néctar que ¢
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coletado por forrageiras de diferentes espécies de abelhas sem ferrdo (ROUBIK e
BUCHMANN, 1984; INOUE et al., 1985). No entanto, néctares com um alto teor de agticar
sdo menos facilmente absorvidos (ROUBIK e BUCHMANN, 1984).

O néctar ¢ a principal fonte de carboidrato utilizado pelas abelhas (CANE, 2001;
MINCLEY ¢ ROULSTON, 2006). Ele ¢ o recurso alimentar utilizado pelos adultos como
fonte de energia, e quando misturado ao pélen ele serve de alimento para as larvas (HUMAN
e NICOLSON, 2006; BRODSCHNEIDER e CRAILSHEIM, 2010; NICOLSON, 2011;
HUMAN et. al., 2013). Embora a produgdo de néctar floral represente um gasto energético
muito alto para a planta (SOUTHWICK, 1984; PYKE, 1991), a existéncia dele garante maior
possibilidade no sucesso reprodutivo, garantindo, portanto, a producdo de frutos e sementes

para a perpetuacdo da espécie (NEILAND e WILCOCK, 1998).

2.4.2 Pélen

O pdlen ¢é composto por proteinas, aminoacidos, carboidratos, lipidios e acidos graxos,
compostos fendlicos, enzimas ¢ coenzimas, bem como vitaminas e bioelementos (ALMEIDA -
MURADIAN et al.,, 2005; CAMPOS et al., 2008; KRELL, 1996; MICHENER, 1974;
ROULSTON e CANE, 2000; WILLMER, 2011; CONTI et al., 2016), e pode diferir
fortemente na composi¢do quimica de acordo com sua origem botanica (TODD e
BRETHERICK, 1942; HERBERT e SHIMANUKI, 1978; DAY et al.,, 1990; SERRA-
BONVEHI e ESCOLA JORDA, 1997; ROULSTON et al., 2000; ROGALA e SZYMAS,
2004; SOMERVILLE e NICOL, 2006; SZCZESNA, 2006; TASEI ¢ AUPINEL, 2008;
MARTINS et al., 2011; MARGAOAN, et al., 2012; NICOLSON ¢ HUMAN, 2013). No
entanto, pouco se sabe a respeito dos fatores que determinam as preferéncias das abelhas por
diferentes tipos de polinicos (PERCIVAL, 1955; FREE 1963, 1964; NYE ¢ MACKENSEN,
1965; HANLEY et al., 2008; PERNAL ¢ CURRIE, 2002; ARENAS ¢ KOHLMAIER, 2019).

A preferéncia das abelhas por um determinado tipo de pdlen pode estar diretamente
relacionada a sua composi¢do nutricional, tendo em vista que a sele¢do entre diferentes tipos
polinicos também pode ser afetada pela capacidade de resposta gustativa das forrageiras, de
modo semelhante como ocorre na escolha das fontes de néctar de concentragcdes de agucar
diferentes (ARENAS e KOHLMALIER, 2019).

Pesquisas relacionadas ao valor nutricional do polen vém sendo bastante investigada
com a espécie Apis mellifera (por exemplo: BOGDANOYV, 2004; CAMPOS et al., 2008;
HERBERT e¢ SHIMANUKI, 1978; HUMAN e NICOLSON, 2006; SERRA-BONVEHI e
ESCOLA-JORDA 1997), e a maioria delas enfatizando a importincia do pélen na

19



suplementacdo para a dieta humana, devido seu alto valor nutricional (ALMEIDA-
MURADIAN et al. 2005, CAMPOS et al., 2008, SERRA-BONVEHI ¢ ESCOLAJORDA,
1997).

Trabalhos relacionados a composi¢do nutricional dos pdlens coletados por abelhas sem
ferrdo, com énfase na sua origem botanica, ainda sdo insipientes, ¢ os que existem foram
realizados utilizando poélens coletados diretamente nos potes de armazenamento de alimento
no interior das colonias (SILVA et. al., 2006, 2009, 2014; VIT et al., 2018 [ver Tabela A]).
Essa metodologia ¢ empregada devido a inexisténcia de uma armadilha capaz de coletar as
pelotas de polens das abelhas sem ferrdo logo na entrada da coldonia, como € feito com abelhas
Apis mellifera. Além disso, andlises realizadas para avaliar os nutrientes contidos no polen
requerem volumes altos de material, o que inviabiliza a obtencdo de polens de apenas uma
espécie vegetal. No entanto, esse método de extracao direto dos potes de alimento, dificulta
uma analise mais refinada, tendo em vista que nesses potes estdo acondicionados tipos
polinicos de diversas espécies vegetais.

Assim, a maioria dos trabalhos realizados até o momento tem verificado a composicao
de espécies anemofilas, que liberam polens em grande quantidade, ou colentando o podlen
direto dos potes de pdlen, ou ainda alguns utilizando-se as pelotas de pdlen recuperadas da
corbicula das forrageiras que voltam do campo através de armadilhas especificas (STANLEY
e LINSKENS, 1974; COLIN e JONES, 1980; SOLBERG ¢ REMEDIOS, 1980; ROULSTON
e CANE, 2000).

A composic¢ao polinica de polens coletados da carga corbicular em abelhas ¢ como a
“impressao digital” de seus habitos de forrageamento e, a partir da qualidade do contetido
polinico encontrado nas corbiculas podemos inferir se preferéncias relacionadas a qualidade
desse polen (WITTMANN e SCHLINDWEIN, 1995).

Avaliar a qualidade das pelotas de polen fornecem pistas para os taxons botanicos,
tendo em vista que, quando hd um Unico taxon botanico, esses pelotas sdo chamadas de
monofloral, mantendo, portanto, as mesmas propriedades organolépticas e bioquimicas que a
planta original, enquanto o sedimento heterofloral possui propriedades varidveis (STANLEY e
LINSKENS, 1974). Essa amostra heterofloral ocorre caso ndo haja oferta suficiente do
recurso, abelhas visitardo flores de outras espécies de plantas e, poderdo misturar ao pdlen

anteriormente coletado.
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Tabela A: Lista de trabalhos que analisaram a composi¢ao nutricional do pélen coletado por
abelhas, com énfase para a origem botanica e o método de coleta do pdlen.

Abelha Com[.)ostos Origem Botanica Método Referéncias
avaliados

Apis mellifera Teor de Lipideos e Pinus contorta, Centaurea solstitialis, Armadilha de Todd e

agua Silybum marianum, Taraxaeum vulgare, — polen na Bretherick,
Brassica campestres, B. kaber, B. nigra, entrada da 1942
Hypericum perforatum, Fabaceae sp., colonia / sub-
Eucalyptus globulus, Olea europaea, amostras
Calandrinia ciliata, Ceanothus dependentes
crassifolius, C. integerrimus, de cor
Chamaebatia foliolosa, Prunus
communis, P. pérsica, Salix nigra, Salix
sp., Phoenix dactylifera, Asparagus
officinalis € Cynodon dactylon
Apis mellifera Teor de Proteinas,  Cistus ladanifer, Echium, Achillea, Armadilhade  Gardana et. al.,
aminoacidos, Compositae, Vicia, Quercus ilex, Quercus  poélen na 2018
lipideos, acidos r., Rubus, Pinaceae, Filipendula, entrada da
graxos, Trifolium incarnatum, Trifolium pratense,  colonia / sub-
carboidrados ¢ Trifolium repens, Prunus, Pyrus, Malus ¢ =~ amostras
carotenoides Oxalis. dependentes
de cor
Apis mellifera Teor de Lipideos Lomatium grayei, Agoseris glauca, Armadilha de  Standifer, 1966
Cichorium intybus, Grindelia squarrosa, — pdlen na
Taraxaeum officinale, Salsola kali, entrada da
Medicago sativa, Melilotus sp., Robinia  colonia / sub-
pseudoacacia, Trifolium pratense, amostras
Polygonum sp., Ranunculus arvensis, dependentes
Malus pumila, Prunus serotina, Populus  de cor
fremontii e Zea mays.

Apis mellifera Teor de Proteinas,  Eucalyptus marginata e Eucalyptus Armadilha de  Bell et.al.,
lipideos, vitaminas, calophylla pélen na 1983
umidade.... entrada da

colonia

Apis mellifera Aminodacidos Brassica napus L. e Vicia faba L. Armadilhade  Cook et. al.

essenciais pblen na 2003
entrada da
colonia/ pdlen
coletado em
lavoura

Apis mellifera umidade, cinzas, Arecaceae, Asteraceae ¢ Myrtaceae Armadilha de  Almeida-
lipidios, proteinas, pélen na Muradian et.
carotenodides totais, entrada da al., 2005
beta-caroteno, colonia / sub-
vitamina C amostras

dependentes
de cor
Apis mellifera Teor de proteina Acaena spp., Adesmia spp., Astereae, Armadilha de  Forcone et. al.,
Berberis microphylla, Brassicaceae, pélen na 2011
Carduus spp., Cirsium vulgare,Colliguaja  entrada da
integérrima, Convolvulus arvensis, colonia / sub-
Cupressus spp., Erodium cicutarium, amostras
Leucheria achillaeifolia, Medicago sativa, dependentes
Melilotus spp., Mulguraea-Junellia type, de cor

Oenothera spp., Pinus spp., Plantago
spp., Populus spp., Rosaceae, Salix spp.,
Schinus marchandii, Senecio spp.,
Sisyrinchium spp., Taraxacum officinale,
Trifolium pratense, Trifolium spp., Typha
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subulata, Ulmus spp., Valeriana
clarionifolia

Apis mellifera Teores de umidade, Boraginaceae, Fagaceae, Ericaceae, Armadilha de  Estevinho et.
proteina, gordura, Cistaceae, Myrtaceae, Rosaceae , pélen na al., 2012
carboidrato ¢ Asteraceae , Mimosaceae, Lamiaceae ¢ entrada da
cinzas, acidos Fabaceae. colonia /
graxos, alem de subamostras
determinacdes dependentes
microbiologicas. de cor

Apis mellifera conteudo fendlico,  Cecropia , Eucalyptus , Elaeis , Mimosa Direto da Freire et. al.
flavondides e as pudica , Eupatorium e Scoparia. colonia 2012
propriedades
antioxidantes

Apis mellifera teor de umidade, Quercus sp. (Familia: Fagaceae) e Armadilha de  Ghosh e Jung,
proteina bruta, Actinidia arguta (Familia: Actinidiaceae)  pdlen na 2017
gordura bruta, entrada da
cinza bruta, fibra col6nia/ sub-
bruta e extrato livre amostras
de nitrogénio, dependentes
aminoacidos, de cor
acidos graxos e
minerais

Melipona rufiventris  compostos Scoparia dulcis e Senna obtusifolia Andlise do Silva et. al.,
fendlicos isolados pote de pélen 2009

Melipona subnitida compostos Mimosaceae, Fabaceae (4 tipos), Mimosa ~ Analise do Silva et. al.
fendlicos isolados e  gemmulata; Mimosa verrucada, pote de polen/ 2006
atividade Scrophulariaceae, 3 tipos nao sub-amostras
antioxidante identificados. dependentes

de cor

Melipona subnitida Agucares, Senna sp., Chamaecrista sp. e Mimosa Analise do Da Silva et. al.
aminoacidos e tenuiflora pote de polen 2014
minerais

Melipona aff. Teor de Umidade, Fabaceae Papilionoideae, Malpighiaceae Analise do Vit et. al., 2016

eburnea, Cinza, Gordura, Apocinaceae, Arecaceae, Bixaceae, pote de polen

Scaptotrigona cf. Proteinas e Euphorbiaceae, Fabaceae Mimosoideae,

ochrotricha Carboidratos Lamiaceae, Malvaceae, Myrtaceae e

Poaceae

Tetragonula Teor de umidade, Acacia sp., Cocos nucifera, Tapirira sp. ¢~ Andlise do Chuttong et.

laeviceps, cinza, gordura e Trema micranta pote de podlen  al., 2018

Tetragonula proteina bruta.

testaceitarsis, Lipidios, acidos

Lepidotrigona graxos,

terminata, aminodcidos,

Lepidotrigona

flavibasis

Melipona scutellaris

Umidade, cinza,
lipidio total,
proteina,
carboidrato total,
pH

Cocos nucifera , Spondias , Tapirira ,
Bidens , Vernonia , Protium , Terminalia ,
Erythroxylum , Acalypha , Croton , Acacia
, Caesalpinia , Centrosema ,
Chamaecrista , Desmodium , Leucaena ,
Macroptilium , Mimosa caesalpiniifolia ,
Mimosa pudica , Mimosa quadrivalvis ,
Mimosa tenuiflora

Analise do
pote de pdlen

Oliveira et al.,
2021

2.5 Fidelidade ou Constancia floral

A maioria dos polinizadores sdo generalistas na busca por recursos, mas de certa forma

demostram alguma preferéncia floral ao longo de sua vida, incluindo flores com recursos mais
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vantajosos em sua lista de forrageamento, em escalas de tempo relativamente rapidas. Logo, a
fidelidade floral dos polinizadores pode ser definida como uma resposta as alteragdes na
distribuicdo dos recursos florais locais, a medida que as espécies de plantas competidoras sdao
perdidas ou adicionadas a um sistema (MICHENER, 2007).

A especializagdo individual de forrageiras a curto prazo em determinadas espécies de
plantas, também conhecida por “fidelidade floral”’, ¢ uma dimensdo de especializacdo
ecologica dindmica com importantes implicacdes para as plantas e os polinizadores
(MICHENER, 2007). Para as plantas, a fidelidade floral ¢ importante, pois facilita a
transferéncia de p6len para um coespecifico, garantindo sucesso no processo de polinizagao.

As abelhas s3o consideradas importantes polinizadoras pelo modo como visitam as
flores, pelo seu numero na natureza e pela fidelidade floral que apresentam (MICHENER et.
al., 2007). Uma maior fidelidade floral implica em maior frequéncia de visitas realizadas, e,
consequentemente, maior probabilidade das flores visitadas serem polinizadas (FREITAS e
PAXTON, 1998). E, embora algumas espécies de abelhas sejam consideradas generalistas,
provavelmente forrageiras individualmente podem exibir o comportamento de “constancia ou
fidelidade floral”, pois podem forragear de forma mais eficiente, obtendo um ganho maior de
tempo em um tipo floral familiar, do que em uma alta diversidade de tipos vegetais, cada um
dos quais com diferentes maneiras de ser manipulado (MICHENER, 2007).

Para os polinizadores, a fidelidade floral pode estar associada a maiores retornos
energéticos em relag@o ao forrageio menos especializado. De acordo com Darwin (1876), uma
abelha que apresenta um forrageio constante, poderia trabalhar mais rapidamente que uma
inconstante, tendo em vista que ela ja teria aprendido o método de coleta do recurso em uma
flor, e as técnicas adquiridas nas primeiras visitas seriam suficientes para facilitar o forrageio
em todas as outras flores da mesma espécie. Para Plateu (1901), além da vantagem na
economia de tempo, abelhas podem diminuir também a fadiga muscular durante o forrageio e
transporte de cargas de pdlen em espécies de plantas ja conhecidas.

As abelhas sem ferrdo sdo consideradas generalistas (ABSY et al., 1984; KERR et. al.,
1986; ANTONINI et. al., 2006; BUENO et al., 2021), pois coletam néctar e pdlen de uma
vasta gama de plantas (HEITHAUS, 1979a,b; ROUBIK, 1989; RAMALHO et al., 1990;
BIESMEIJER et al., 2005). Alguns autores relatam que uma unica espécie de abelha pode
coletar recompensas florais de até 100 espécies de plantas anualmente (HEITHAUS, 1979b;
CORTOPASSI-LAURINO, 1982). No entanto, os individuos dentro de uma mesma colonia
tendem a se especializar em uma unica espécie floral por um determinado periodo de tempo,

um trago comportamental comumente conhecido por constancia de flor (SLAA, 2003; SLAA
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et al., 2003b).

A constancia floral é importante, pois garante uma polinizagdo mais eficiente
(DARWIN, 1876; THOMSON, 1983; CAMPBELL e MONTEN, 1985), tendo em vista que
menos podlen ¢ desperdigado devido a transferéncia seletiva dentro de uma espécie, ¢ menos
pdlen inespecifico atinge o estigma, impedindo a competi¢do de polen e o entupimento do
estigma (GRANT, 1950; WASER, 1983). O fato de as abelhas sem ferrdo serem generalistas
no nivel da colonia, mas especialistas no nivel individual as tornam teoricamente boas
polinizadoras.

Observagdes mostram que uma vez que um recurso floral comega a diminuir, abelhas
mudam prontamente para outros recursos mais vantajosos (HEINRICH, 1983; BRONSTEIN,
1995; WAGNER et al., 2013). Essa habilidade em mudar entre as espécies vegetais floridas
em uma determinada regido demonstra que as abelhas possuem um mecanismo evolutivo
codificado para aprender a utilizar novas espécies, quando fontes alimentares atuais s3o
escassas. Logo, fidelidade floral pode ser considerada instavel, sendo definida em resposta a
percepgao do declinio das recompensas florais anteriormente recompensadoras (GOULSON,

2003).

2.6 Forrageamento individual e Plasticidade comportamental de forrageiras

As colonias de insetos sociais possuem dois niveis interdependentes de organizagdo, o
individual e o colonial (BIESMEIJER e TOTH, 1998). O comportamento individual é
regulado pelas necessidades da coldnia, no entanto operarias podem individualmente reagir ao
estado interno do ninho (BIESMEIJER e TOTH 1998; ARENAS e KOHLMAIER, 2019), de
acordo com as necessidades, podendo iniciar o forrageamento em idade mais jovem, ou
aumentar sua atividade quando as reservas alimentares sdo baixas (FEWELL e WINSTON,
1992).

Os padrdes de resposta coletiva de insetos sociais resultam em decisdes tomadas por
operarias que, individualmente, respondem as alteragdes no ambiente dentro de suas restri¢des
comportamentais (BIESMEIJER e TOTH, 1998). Ao observar forrageiras que se especializam
em diferentes tarefas de forrageio de acordo com diferencas em sua sensibilidade, pode-se
inferir que a informagdo disponivel no local de forrageamento e a necessidade imposta pela
colonia ¢ essencial para integrar a plasticidade comportamental dos individuos em uma
resposta social (ARENAS e KOHLMAIER, 2019).

Para as abelhas, a coleta eficiente dos recursos, garante a sobrevivéncia da colonia, e

isso ¢ conseguido pela divisdo do trabalho entre forrageiras de polen e néctar (PAGE et. al.,
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2006). A regulacao dessa divisdo ainda ndo ¢ bem compreendida, porém existem evidéncias
de que forrageiras especialistas de pdélen e néctar diferem em como elas percebem as
recompensas. A predisposi¢do para o forrageamento de néctar ou pélen pode ser determinada
geneticamente (ROBINSON e PAGE, 1989; PAGE, et al. 1995, 1998), ou através de uma
maior sensibilidade a estimulos gustativos como sacarose ou acidos graxos, permitindo as
abelhas avaliarem adequadamente um recurso de pélen (ARENAS e FARINA 2012, 2014).
Entretanto, abelhas que tiverem menor sensibilidade a esses estimulos podem ser prejudicadas
durante suas viagens de forrageamento (ARENAS e KOHLMALIER, 2019).

Durante a busca por recursos observa-se que parte das forrageiras de uma colonia se
especializa em um determinado recurso (pdlen ou néctar), porém, algumas também sao
capazes de alternar entres dois recursos diferentes (INOUE et. al., 1985; SOMMEIJER et. al.,
1983; BIESMEIJER e TOTH, 1988). Essa plasticidade comportamental e os fatores que a
controlam ainda s3o pouco entendidos. No entanto, alternar entre recursos pode ser uma
resposta adaptativa das abelhas, permitindo que elas reajam a alteragdes no local de
forrageamento (DORNHAUS e CHITTKA, 2004; ARENAS ¢ KOHLMALIER, 2019), ou em
resposta a diminui¢cdo ou aumento da lucratividade das fontes de polen versus néctar. Essas
alteracdes no ambiente podem estar ligadas a mudancas nos fatores abidticos, como
temperatura, umidade, radiacio solar e vento (HEARD e HENDRIKZ, 1993; HILARIO et al.,
2012; OLIVEIRA et. al., 2012; POLATTO et. al., 2014). Além desses, outro fator que pode
influenciar a atividade de forrageamento das abelhas sdo as variagdes na disponibilidade
temporal dos recursos dependendo da época do ano (FERREIRA et. al., 2010; FIGUEIREDO-
MECCA et. al., 2013). De acordo com Arenas ¢ Kohlmaier (2019) os padrdes de resposta de
forrageamento sdo modulados principalmente pelo ambiente, enquanto variagdes nos esforgos

individuais sdo induzidas principalmente pelas necessidades nutricionais da colonia.

2.7 Importancia do conhecimento botanico para conservacio de abelhas e da flora
nativa

O conhecimento da vegetacdo de uma determinada regido ¢ de fundamental
importancia para entender as causas e efeitos ecoldgicos desse local, tendo em vista que a
flora é resultado da ag@o de fatores climaticos, propriedades do solo, da disponibilidade de
agua, além de fatores bioticos e antropicos (MATTEUCCI e COLMA, 1982; BENEVITES e
CARVALHO, 2009). Logo, conhecer a composicao floristica deve ser um dos primeiros
passos para analisar areas que sdo objeto de pesquisa, de modo que a partir deste sejam

realizados estudos adicionais.

25



A identificagdo dos recursos florais utilizados pelas abelhas ¢ uma ferramenta
importante para definir estratégias de conservagao, e entender os efeitos potenciais da perda
de polinizadores e a manutencdo dos servigos ecossist€émicos associados a polinizagio
(MARQUES-SOUZA et al., 2002; SILVA, 2009). Para caracterizar completamente os nichos
ocupados por abelhas e as necessidades de seus recursos alimentares, maiores esfor¢os de
amostragens de plantas devem ser despendidos (AGUILAR el al., 2013), pois conhecer as
plantas que fornecem recursos alimentares a fauna visitante e/ou polinizadora ¢ de relevante
importancia para o estabelecimento de programas de conservagdo, uma vez que OS
polinizadores possuem importante papel no sucesso reprodutivo e fluxo génico de diversas
espécies de plantas (CARVALHO et al., 1999; VIEIRA et. al., 2008).

A conservagdo de muitos habitats depende da preservagdo das populacdes de abelhas,
tendo em vista que se estas desaparecessem, a reproducdo de uma vasta gama de vegetais
poderia ser severamente limitada (GOULSON et al., 2008). No entanto, com o aumento
crescente da agricultura e habitacdo tem levado a perda do habitat natural, e,
consequentemente, ao declinio de diversos polinizadores, especialmente espécies de abelhas
nativas, que dependem de arvores para sua nidificagdo (REGO et al., 2008; MCINTYRE,
2000; POTTS et al., 2010). Diferencas na disponibilidade de recursos entre paisagens naturais
e alteradas afetam fortemente os padrdes de forrageamento e, portanto, a ingestdo de recursos
em abelhas sociais.

A urbanizacdo ¢ geralmente considerada como um causador de perturbagdo,
fragmnentacdo e diminuicdo dos habitats disponiveis para populacdes de plantas e animais
selvagens (MCINTYRE, 2000). Contudo, areas urbanas também podem fornecer recursos
alimentares constantes ao longo do ano devido a presenca de muitas espécies de plantas
nativas ¢ exdticas nos jardins das cidades (LORAM et al., 2008; ROULSTON ¢ GOODELL,
2011). De acordo com alguns autores, ambientes urbanos podem apresentar recursos
abundantes para os polinizadores locais, com alta biodiversidade local fornecendo mais néctar
e polen nesses locais, do que em 4reas naturais circundantes (KALUZA et al., 2016; SOMME
et al., 2016; DONKERSLEY et al., 2017).

No Brasil, trabalhos realizados com intuito de identificar a composi¢ao floristica em
areas urbana vem sendo levantado em diversas regides do pais, com maior concentracdo na
regido sudeste (Tabela B). Contudo, estudos que avaliam a disponibilidade dos recursos
florais, e a utilizacdo deles por abelhas em paisagens urbanas, ainda sdo pouco estudados
(AGOSTINI e SAZIMA, 2003; ALEIXO et al., 2014).

Estudos sobre a utilizagdo dos recursos florais por abelhas sao de grande importancia
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na manutencdo e preservagdo de abelhas, especialmente em habitats urbanos (ZANETTE et
al., 2005; ANTONINI, et. al. 2006). O crescimento urbano promove redu¢ao na cobertura
vegetal, introducdo de espécies exdticas e tem sérias implicagdes na conservacao biologica.

A identificacdo da fonte de alimento das abelhas ¢ realizada por meio de observagdes
das forrageiras em visitas as plantas floridas, ou pela andlise polinica do alimento
transportado para ninhos (néctar e pélen) permitindo um melhor conhecimento da relacdo da
abelha com a flor IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1993; JONES ¢ JONES, 2001; RIBEIRO
et al., 2008; CARVALHO et al., 2016). Através da identificacdo do poélen coletado pelas
abelhas, e os que ficam presentes no mel, pode-se saber quais sdo as fontes alimentares
preferenciais das diversas espécies de abelhas, além das fontes alternativas e ocasionais
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1993). Conhecer a biodiversidade remanescente em
fragmentos de vegetacdo de uma cidade ¢ um passo importante para embasar politicas de

conservagao e justificar a criacdo de novas Unidades de Conservagdo (MORO et al., 2011).

Tabela B: Lista de alguns trabalhos botanicos em areas urbanas realizados no Brasil.

Objetivo Ambiente  N°de spp Regido Referencia
- Fragmento
Levantament.o f?o?‘smo ¢ florestal 105 Sul Troian et al., 2011
fitossociologico
urbano
Levantamento floristico e Fragmento Cielo Filho e Santin,
. florestal 105 Sudeste
fitossociologico 2002
urbano
Levantamento floristico Praca 98 Sudeste Krame; g llgrupek,
Levantamento floristico ~ Vias publicas 66 Nordeste dos Sazrg?; etal,
Levantamento floristico e Acostini e Sazima
fenoldgico de plantas Universidade 46 Sudeste & 2003* ’
ornamentais
Levantamento floristico e
fenologia dos recursos ~ Universidade n289 Sudeste Aleixo et al., 2014*
florais
Levantamento ﬂorlstlgo Universidade 110 Sudeste Eisenlohr et al.,
de plantas ornamentais 2015
Levantamento ﬂOl‘lStl?O Universidade 70 Nordeste Costa et al., 2017
de plantas ornamentais
Levantamento floristico e Silva-Almeida et al
fenologia dos recursos ~ Universidade 210 Nordeste ?

Kk
florais 2022

*Estudos sobre fenologia de floragdo de plantas utilizadas por abelhas realizados em Universidades

** Trabalho produto desta tese
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A hipétese de limitagdo de memoria sugere que o beneficio principal deriva da
fidelidade do polinizador a uma Uunica espécie de planta, ou varias com morfologia
semelhante, ¢ representado em economia na manipulagdo de vezes (Darwin 1876). Este
parametro pode ser critico porque as abelhas exploram o recurso em um padrdo que consiste
em varias visitas consecutivas, chegando a centenas de visitas por dia. As abelhas entdo se
beneficiam no que € aparentemente um sistema dispendioso de energia, pois permanecem
com as mesmas espécies de flores evitando um custo cognitivo na formag¢do da memoria de
novos tipos de flores, o qual é conhecido por ser energeticamente dispendiosa.

Pouco se sabe sobre a fidelidade floral, plasticidade individual e valor nutritivo dos
recursos utilizados por abelhas sem ferrdo. Portanto, o conhecimento da atividade de
forrageamento individual e as fontes alimentares usadas abelhas sem ferrdo avaliadas neste
trabalho fechara lacunas ainda desconhecidas no forrageamento desses animais.

Além da nutri¢do das abelhas, o polen coletado nas colmeias pode ser utilizado como
complemento alimentar na nutri¢do humana, pois ¢ uma importante fonte de proteinas. Assim
o conhecimento de sua composi¢cdo e concentracdo proteica, torna-se importante, no sentido
de verificar as diferentes plantas responsaveis por essa nutricdo. De acordo Ziska (2016),
essas concentracdes de proteina de pdlen estdo reduzindo devido o aumento de CO,, sendo
esse declinio considerado responsavel de afetar negativamente a saide das abelhas e na
sobrevivéncia. A composicao nutritiva e proteica do polen varia entre as espécies de plantas,
sendo importante o conhecimento das espécies florais com maiores concentragdes desses
nutrientes para a manuten¢ao e sobrevivéncia das espécies.

A abelha M. fasciculata ¢ uma espécie nativa, que atua como um polinizador potencial
nos ecossistemas naturais do Maranhdo, sendo esta muito utilizada na meliponicultura
regional gerando renda para a populacdo local (Carvalho et al., 2016). Tal atividade pode
chegar a ser a segunda maior fonte de renda para diversas familias do interior do Estado
(Bezerra, 2004).

Conhecer aspectos relacionados a biologia e ecologia da espécie M. fasciculata, além
dos recursos utilizados por ela em 4area urbana fornecerd estratégias conservacionista dos
habitats e das populacdes naturais de abelhas nativas, bem como o incremento da

meliponicultura no estado.
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Capitulo 1

Temporal Distribution of floral Resources for bees in an urban environment in
Northeastern Brazil*
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Original Article

TEMPORAL DISTRIBUTION OF FLORAL RESOURCES FOR BEES IN AN
URBAN ENVIRONMENT IN NORTHEASTERN BRAZIL

Albeane Guimaraes Silva'?*, Maira Rodrigues Diniz"?, Naize dos Reis Ribeiro?,
Jesse James Fernandes Sousa Filho?, Michael Hrncir®, Marcia Maria Correa Régo?

ABSTRACT

The decline of pollinators has generated a global concern due to their negative
effects on pollination. Declining floral resources due to habitat loss and degradation
has been suggested as one of the key factors of this decline. Knowing the flora and
distribution of floral resources in a given environment can help maintain these
populations of pollinators. Therefore, the objectives of this study were to determine
the floristic composition and to describe the patterns of temporal distribution of floral
resources used by bees in different vegetation extracts in an urban environment in
northeast Brazil. We found 210 plant species that were distributed in 54 families,
among which, Fabaceae was the most representative. Plants classified as
melitophilous, most of which, natives, represented 84% of the plant community. The
study of their floral phenology pointed that these species presented flowers
throughout the year. Plants providing nectar and/or pollen were more common and
had a seasonal distribution despite the low concentration (r). Herbaceous plants
showed greater richness and number of individuals with nectar and/or pollen flowers,
showing a seasonal distribution for both resources. However, this can be a worrying
factor, considering that it is precisely this extract that suffers most in urban areas,
mainly due to the pruning of plants.
Keywords: Phenology, Nectar, Pollen.
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RESUMO

O declinio dos polinizadores tem gerado uma preocupacao global devido aos
seus efeitos negativos na polinizagdo. A diminuicdo dos recursos florais devido a
perda e degradacao do habitat tem sido sugerida como um dos fatores-chave deste
declinio. O conhecimento da flora e distribuicdo dos recursos florais num
determinado ambiente pode ajudar a manter estas populagdes de polinizadores.
Portanto, os objetivos deste estudo foram determinar a composicao floristica e
descrever os padroes de distribuicdo temporal dos recursos florais utilizados por
abelhas em diferentes extratos de vegetacdo em um ambiente urbano no nordeste
brasileiro. Encontramos 210 espécies de plantas que foram distribuidas em 54
familias, entre as quais, Fabaceae foi a mais representativa. As plantas classificadas
como melitofilas, a maioria das quais, nativas, representavam 84% da comunidade
vegetal. O estudo da sua fenologia floral apontou que estas espécies apresentaram
flores ao longo do ano. As plantas que forneciam néctar e/ou pdlen eram mais
comuns e tinham uma distribuicdo sazonal, apesar da baixa concentragao (r). As
plantas herbaceas mostraram a maior riqueza e niumero de individuos com flores de
néctar e/ou pdélen, mostrando uma distribuicdo sazonal para ambos os recursos.
Contudo, isto pode ser um fator preocupante, considerando que € precisamente este
estrato que mais sofre nas zonas urbanas, principalmente devido a poda das

plantas.

Palavras-chave: Fenologia, Néctar, Pélen.
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1. Introduction

Floral resources play an important role in regulating animal activity and
population dynamics (Raubenheimer et al., 2009). For pollinators who rely heavily, or
entirely, on food obtained from flowering plants, the availability of floral resources in
the environment is a measure of the dynamic processes of the population (Roulston
& Goodell, 2011) and energetic demands (Heinrich, 1975), which together shape the
spatial distribution, abundance, and quality of ecosystem services for pollination.

Pollinators are environmental service providers and mainly include insects,
birds, and bats. They visit the flowers in search of resources, and during the visits,
they transfer the pollen grains among cospecific flowers (Willmer, 2011). Bees are
among the most important pollinators in the tropics (Silberbauer-Gottsberger &
Gottsberger, 1988; Bawa, 1990; Renner & Feil, 1993; Rincon et al., 1999; Giannini et
al., 2020). In Brazil, more than 60% of crops depend on or benefit from pollination
provided by bees (Giannini et al., 2015; Wolowski et al., 2019). This intrinsic
relationship between plants and most bees is mainly caused by the fact that their
brood diets originate from flowers, and consequently, there is a dependence on
nectar and pollen for future generations of bees (Roubik, 1989; Proctor et al., 1996;
Michener, 2007).

The loss of floral resources is one of the main factors responsible for the decline
of bees (Scheper et al., 2014) and the provision of adequate floral resources (pollen,
nectar, and oil) is considered to be decisive for successful habitat management for
native bees (Alves-dos-Santos et al., 2007; Dicks et al., 2010; Scheper et al., 2014).

Urbanization has caused the fragmentation of habitats and loss of natural areas
(McDonald et al., 2019). This fragmentation reduces the availability of food as well as
nesting sites, especially for bees that are fodder insects (Kremen et al., 2007). In
urban environments, botanical species with different flowering periods are normally
used in gardening, which favors the supply of resources for pollinators throughout the
year (Mouga et al., 2015). Therefore, an increase in plant diversity and abundance,
consequently, an increase in floral resources is essential to mitigate the loss of
pollinator diversity and the supply associated with pollination functions in urban
environments (Hulsmann et al., 2015; Sutter et al., 2017; Kaluza et al., 2018).

The climatic seasonality influences the patterns of floral phenology, and
consequently the distribution of floral resources offered in a community, influencing

the reproduction and growth of plants (Bawa, 1983; Morellato et al., 2000; Morellato
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et al., 2010). In tropical regions, in areas with well-defined dry and rainy seasons,
precipitation is considered the main factor influencing the phenology of species
(Morellato, 2003; Morellato et al., 2010). However, climate change in urban
environments has changed the phenological patterns of some plants species
(Memmott et al., 2007; Zhou et al., 2016).

Changes in the temporal distribution of resources used by bees help to
determine their dependence on certain plant species over a year, within a specific
season, or even during a day (Feinsinger, 1983; Taura & Laroca, 2001). Therefore,
evaluating the variation in phenological patterns of plant populations and their
association with abiotic factors (temperature, humidity, and rainfall) helps to
understand the adaptive responses of plants to climate change (Bencke & Morellato,
2002; Morellato et al., 2010; Rubim et al., 2010).

Plants from different vegetation strata often complementarily provide floral
resources for urban pollinators (Aleixo et al., 2014). Trees are known to provide
important floral resources for pollinators in urban areas because of the greater
availability of nectar (Maruyama et al., 2019; Wenzel et al., 2020), and herbs and
shrubs can support a large number of pollinators at different times of the year
(Nascimento et al., 2020). However, few studies have been conducted to elucidate
the complementarity or relative importance of the distribution of floral resources of
vegetation strata in urban areas.

Evaluating the temporal distribution of floral resources is one of the first steps to
understanding the relationships between the composition of the plant community and
the use of floral resources by the urban bee fauna (Aleixo et al., 2014). Therefore, the
objective of this study was to evaluate the floral phenology and the temporal
distribution patterns of the floral resources used by bees, in different vegetation
strata; and their relationships with three environmental variables (temperature,

average rainfall, and relative humidity) in an urban environment in Northeast Brazil.

2. Material and Methods
2.1 Study area

The study was covered between August 2018 and July 2019 in a 1000 m radius
around an experimental meliponary of Laboratory of Bee Studies (LEA / UFMA
[2°33'07.7"S, 44°1822.8"W]) located at the Dom Delgado University
Campus/Universidade Federal do Maranh&o, in Sao Luis, Maranh&o, Brazil.
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The climate of Sao Luis is tropical hot and humid - Aw (Képpen 1948) with a
predominantly rainy season, from January to June, and a dry season, from July to
December. The rainfall index varies from 1,250 to 2,000 mm. Temperatures are high
throughout the year (26 °C, on average), with small annual variation (INMET, 2019).
The months with the highest average rainfall are March and April, whereas the lowest
are October and November (Fig. 1).

The island of Sao Luis was covered by a latifoliate forest, babagual (Attalaeca
speciosa Mart.) and mangrove forest (Gottsberger et al., 1988); however, in the last
few decades, with the increase of urban area and the constant deforestation, the
local vegetation has completely changed. Currently, capoeiras predominate, with the
presence of some babacus and savannah spots, and on the coast, there are pioneer
formations (field and restinga), in addition to mangroves (Bezerra, 1990). The study
area, for example, is composed of a large number of herbaceous plants, arboreal
plants, ornamental plants, and fragments of mangroves that are inserted along the
banks of the Bacanga River. This vegetation is distributed near buildings, houses,

streets, avenues, squares, gardens and small patches of vegetation.

2.2 Floristic composition and distribution of pollination systems in vertical
stratification

The floristic composition was studied in an area represented by a radius of
1,000 m. Within this area, the plant species were sampled in all vertical strata, and
classified according to their habit: arboreal, shrubby, herbaceous, and liana, as
suggested by Silva et al. (2012).

The floristic composition was identified through random sampling across the
experimental area with vegetation. Fertile branches were collected (with flowers
and/or fruits), and their characteristics were noted in a field notebook. Later, this
material was herborized according to the usual techniques of Peixoto & Maia (2013).
The botanical material was sent to the Herbarium of Maranhao, in the Department of
Biology of the Universidade Federal do Maranhao (Herbarium MAR) for identification
where they were deposited.

The syndrome for each species was designated according to the pollinating
agent: bees, birds, beetles, butterflies, moths, bats, flies, wasps, and wind. This
characterization was performed through consultation with the literature on aspects of
floral biology, reproductive biology, floral visitors, and defined pollination syndromes

34



for each specie (full species references list see Supplementary Material — Table S1).
For plants that had not yet been classified regarding these aspects, we used field
observations, and in some cases, we followed the method proposed by Faegri & Pijl
(1979), which considers floral characteristics such as size, shape, symmetry, color,
anthesis, and odor to determine floral syndrome.

Additionally, all plants were further classified as native, cultivated, and
naturalized. For this, the site ‘Flora do Brasil’ and specialized literature (Richardson
et al.,, 2000; Zenni & Ziller, 2011; Souza & Lorenzi, 2012) were consulted. The
classification system adopted was APG IV (2016), and the revision and updates of
the species names were completed with the database made available by

International Plant Names Index (www.ipni.org).

2.3 Flowering phenology and temporal distribution of attractive floral resources
for bees

Data on the phenology of blooming were also collected in the same area. The
sample area was visited every month, for 3-5 consecutive days between August 2018
and July 2019, and the number of all flowering individuals per species was registered
to estimate the availability of floral resources. To differentiate individuals in the
herbaceous stratum, we verified the number of stems or rosettes was counted
(Pereira et al., 2004), because the delimitation of individuals in this stratum is often
difficult, given that several species are clonal and occur in aggregations.

We collected flowers and took them to the laboratory in order to verify floral
nectaries as well as oil glands (elaiophores). In addition, to obtain additional
information about the floral biology of your sampled species, we reviewed the
literature that had already been conducted.

The spatial (strata: habit) and temporal (months) distribution of floral resources
were analyzed only species used by bees. The classification of plant species
according to their main available resource was based on nutritive resources (Pollen
[Po], Nectar [Ne], and Qil [Ol]). Plants that provided two resources (Ne + Po) in the
same flower were analyzed separately from those that provided only Po, Ne, or Ol

resources (Aleixo et al., 2014, with modifications).

2.4 Statisical analysis
To evaluate the distribution of attractive floral resources for bees throughout the
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year, and consequently, the seasonality of flowering, we used the number of
flowering individuals and performed a Rayleigh test of uniformity (Z) for circular
distribution (Zar, 1999), with a significance level of 5% (p < 0.05). Additionally, we
assessed the seasonability of flowering events for each functional group of flowering
plants, according to the resources it provides and the strata it belongs. For this, we
calculated the “r’ index following Morellato et al., (2000). Values of “r” vary from 0 to
1, in which low values (closer to 0) indicates an even distribution of flowering events
throughout the year, whereas high values (closer to 1) indicates a seasonal pattern.
Circular statistics were performed using Oriana - Circular Statistics version 4 (Kovach
Computing Services, Pentraeth, Wales, UK).

To verify if the number of blooming individuals who provided floral resources
(pollen, nectar, pollen + nectar, and floral oil) has changed over time in relation to
abiotic factors (temperature, humidity, and average rainfall), Pearson's linear
correlation (R) was used. These correlation analyses were performed using R 4.0.2

(R Development Core Team, 2020).

3. Results
3.1 Floristic composition

We identified 210 plant species distributed in 170 genera and 54 families (Table
S1). The most representative families that contributed to flowering species in the area
were Fabaceae (49), Asteraceae (20), and Malvaceae (15). In the other families, 126
species are distributed, 21 of which had only one species (Table S1).

In general, plants pollinated by bees predominated (71.30%), followed by those
pollinated by wind (5.26%), butterflies (4.78%), birds (2.39%), bats (1.4%), beetles,
and wasps with less than 1% each (0.95% and 0.48%, respectively). Mixed
pollination, performed by more than one pollinator, was second in the order of
representativeness with 13.39% of plants, and in most, bees were also possible
pollinating agents. Therefore, in the present study, approximately 84% of the plant
species in the region used the ecosystem services of bees (n = 175), adding plants
pollinated only by bees and plants with mixed pollination with the participation of
bees. Of the 175 species of used by bees plants found in the region, 81.14% were
native plants, 10.28% naturalized, and 8.57% cultivated.
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3.2 Distribution of resources used by bees

Of the 175 species of melitophile plants, 44% provided nectar as a floral
resource, 20,57% provided pollen, 32,57% provided both resources (nectar and
pollen), and 8,85% provided oil. In general, the floral resources used by bees in the
region were available throughout the observation period (Fig. 2). Plants that provided
only nectar showed peak flowering in the dry season (September), and also
presented a seasonal distribution (Z = 517.977; p < 0.0001; r = 0.674) (Fig. 2B). The
flowering of plants that provided only pollen showed a significant peak (Z = 201.762;
p < 0.0001) in April, revealing a seasonal pattern (r = 0.608) (Fig. 2B). Plants that
offered both resources (nectar and pollen) showed seasonality tendency, with a
significant average date in September (Z = 91.854; p < 0.0001), but with a low
concentration (r = 0.292) (Fig. 2C). Regarding floral oil, it obtained peak availability in
April and was available in almost every month, except February. The average date of
the individuals supplying floral oil was significant and corresponded to July (Z =
10.189; p < 0.001; r = 0.499) (Fig. 2D).

Throughout the year, we observed a greater richness of species in the flowering
in the herbaceous stratum, with peak flowering during the transition between the dry
and rainy periods (June and July) (Fig. 3). According to the analysis of the
distribution of floral resources in relation to vertical stratification, it was observed that
the most common floral resources made available to bees were pollen and nectar
(Table 1). Herbaceous species presented a higher number of blooming individuals,
followed by the arboreal, shrub, and liana strata (Table 1). All strata presented a
seasonal distribution in all studied resources (pollen, nectar, nectar + pollen, and oil),
except for the shrub stratum in plants that provided nectar and pollen (Fig. 4). The
herbaceous stratum showed a higher number of individuals with flowers that provided
only nectar (n = 3212), only pollen (n = 1702), or both resources (n = 2409)
throughout the study period, presenting a seasonal distribution (Z = 401.603, p <
0.0001; Z = 325.941, p < 0.0001 and Z = 246.928, p < 0.001, respectively) (Fig. 4).
Mimosa pudica L., Borreria verticillata (L.) G.Mey., Turnera subulata Sm., Tridax
procumbens L., and Crotalaria retusa L. Colla were the main nectar and/or pollen
supplying species during the peak blooming period in this stratum (Table S1).

Floral oil was available in all the strata studied, but for only five species in total,
with the tree stratum represented by two species (Byrsonima crassifolia (L.) Kunth
and Malpighia glabra L., both from the Malpighiaceae family), the other strata were
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represented by only one species (herbaceous: Cipura paludosa Aubl; Liana:
Momordica charantia L.; Shrub: Niedenzuella multiglandulosa (A.Juss.)
W.R.Anderson).

Although most extracts showed seasonal distribution in the floral resources
studied (Tab. 1), plants with nectar and pollen showed low concentrations in the
herbaceous (r = 0.32), arboreal (r = 0.166), and shrubby (r = 0.137) strata, showing
the uniform distribution of these resources throughout the year.

The number of blooming individuals providing only nectar was negatively
correlated with humidity and rainfall (R = -0.61; p = 0.033; R = -0.58; p = 0.046,
respectively), and those providing only pollen was positively correlated with humidity
and rainfall (R = 0.72; p = 0.008 and R= 0.66; p = 0.02, respectively) (Tab. 2).

Temperature was not correlated with any of the floral resources studied.

4. Discussion

We verified that most of the plants that were found in the Dom Delgado Campus
and surroundings have traits related to pollination by bees, that is, they depend on
the bees for reproduction. Bees are responsible for approximately 84% of the
pollination of plants that occur in the area, and although it is an urban location with a
high rate of anthropization, it still hosts abundant resources for pollinators, with high
local biodiversity providing more nectar and pollen throughout the year, than natural
environments (Kaluza et al., 2016; Somme et al., 2016) as was verified by Aleixo et
al., (2014) in an urban area.

Of the 84% of the melitophyllous plants in the region, 81.13% are native, which
shows that the urban growth in this region and the consequent increase in plant
richness in cities does not always happen through the introduction of exotic plant
species (Acar et al., 2007; McKinney, 2008; Aleixo et al., 2014). In some cases,
exotic plants can be considered attractive to generalist native bees due to the ability
of some to produce mass flowering, other excessive nectar production, and often
appear in high density or dominate the flower community in disturbed environments
(Bjerknes et al., 2007; Stout & Morales, 2009). However, this mass flowering and
dominance of a certain area can increase competition for pollinators (Stout &
Morales, 2009), thus reducing some species of plants native to the environment.

Among the floral resources studied, nectar was the most frequent resource

among individuals of plants on the Campus and surroundings, which is a common
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characteristic verified in several studies (e.g., Silberbauer-Gottsberger and
Gottsberger, 1988; Machado & Lopes, 2004; Quirino & Machado, 2014). According to
Faegri & van der Pijl (1979), nectar is considered a primary attraction because it
serves as an energetic food for many animals that visit the flowers repeatedly,
allowing the pollination of these plants.

The herbaceous stratum showed the greater richness of flowering species
throughout the year, with peak flowering in the transition between the dry and rainy
periods (June and July). However, these months did not show a peak in the
abundance of any of the studied resources, demonstrating that in this period, there
were many species with a reduced number of blooming individuals. In this stratum,
the predominance of short-lived annual species makes the floristic composition more
dynamic, because to maintain the herbaceous flowers throughout the year, the
species must be constantly added, removed, and replaced (Aleixo et al., 2014).
Moreover, because it was an urban area, this stratum was periodically pruned, which
made it impossible to monitor the flowering of these species, making it difficult to
determine the real period of flowering, as was observed during this study.

Few studies have evaluated the reproductive phenology of the herbaceous
stratum in Angiosperm, and consequently, the resources offered by it (Batalha &
Mantovani, 2000; Munhoz & Felfili, 2005; Silva et al., 2012; Aleixo et al., 2014). This
is because of the difficulties in observing herbaceous species in the period when they
are not in bloom, making it very difficult to observe possible survival strategies.
According to Rathcke & Lacey (1985), herbaceous plants that need more resources
for reproduction, only begin flowering after a period of accumulation of
carbohydrates; therefore, these should produce flowers later and for a shorter period.
In this stratum, the species M. pudica, Borreria verticillata (L.) G. Mey, Turnera
Subulata Sm., Tridax procumbens L., C. retusa, and Priva bahiensis A. DC, which are
considered important representatives in the maintenance of the apicultural pasture in
the region because of the large number of flowering individuals during the year.

The arboreal strata were also well represented, offering resources throughout
the study period. The species S. siamea, L. leucocephala, M. caesalpiniifolia,
Terminalia catappa L., A. mangium, and Clitoria fairchildiana R.A.Howard were in
bloom during the entire year; thus, they contributed to the distribution and availability
of floral resources for local bees, of these only M. caesalpiniifolia and C. fairchildiana
are part of the native flora of Brazil. According to Janzen (1980), arboreal species
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present two adaptive strategies depending on the need for cross-pollination and the
distance between the plants. The first is seasonal flowering, in which there is an
abundant production of flowers for short periods, attracting non-specialized insects.
The second is continuous flowering, in which the arboreal plant species produce few
flowers daily for long periods, attracting specialized pollinators. This last strategy
seems to be the one used by S. siamea, L. leucocephala, Terminalia catappa L. and
A. mangium, as most of the arboreal individuals of these blooms throughout the year.
However, although M. caesalpiniifolia and C. fairchildiana blossom practically all year
round, it was observed that a greater number of M. caesalpiniifolia individuals
bloomed in the rainy season, and C. fairchildiana in the dry season. However, in
contrast to the herbaceous plants that suffer periodically because of being pruned,
trees were kept in urban areas mainly for the need to maintain shading and decrease
thermal sensations.

The heterogeneous distribution in the availability of floral resources used by
pollinators in different vertical strata of vegetation can generate a vertical mosaic
(Silva et al., 2012), in which one stratum complements the resource distribution of the
others. Although herbaceous plants showed greater richness and abundance of
flowering species, flowering trees in urban areas play an important role as a food
source, as their flower density per area exceeds that of most herbaceous species
(Hausmann et al., 2015; Maclvor et al., 2014), especially when they are mass
flowering trees, such as M. caesalpiniifolia (Maia-Silva et al., 2015), which is an
important source of pollen and nectar in the region.

As verified in other studies (Talora & Morellato 2000; Morellato et al., 2000;
Aleixo et al., 2014; Gostinski et al., 2018), flowering is directly linked to rainfall. These
correlations are typical of tropical environments where flowering, and consequently,
the availability of resources are strongly associated with seasonal variations in
rainfall (van Schaik et al., 1993); however, in urban environments, these flowering
peaks can be severely affected, because that part of its original vegetation has been
removed (Aleixo et al., 2014).

In this study, we observed that plants that provide nectar as a floral resource,
correlated negatively with humidity and rainfall, demonstrating that with the increase
of precipitation and humidity, the availability of this resource decreases. On the other
hand, plants that only offer pollen were positively correlated with humidity and rainfall,
demonstrating that with increased rainfall and humidity, the availability of this
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resource increased.

The flowering of nectariferous plants during the dry period is considered
advantageous because it prevents the flowers from suffering mechanical damage
and the nectar from being diluted by rainwater, which results in a highly energetic
food (Aleixo et al., 2014; Lawson & Rands, 2019). Bees that pollinate flowers
generally have high sugar concentrations (Pyke & Waser, 1981; Baker & Baker,
1983), and diluted nectar has been shown to discourage pollinators from visiting
these flowers (Cnaani et al., 2006; Lawson & Rands, 2019); thus, diminishing the
reproductive success of these plants.

The distribution of polliniferous plants in periods of higher rainfall and humidity
can be explained by the fact that exposure to low relative humidity causes pollen
grains to lose water and decrease in volume, causing an explosion shortly after
germination (Corbet et al., 2019), making pollen grains unviable.

In arboreal plants that have deep root systems or reserve organs, they can be
independent of the effects of seasonality (Sarmiento & Monasterio, 1983; Tannus et
al., 2006; Oliveira, 2008), because these organs allow them to reproduce during the
water shortage period, and store reserves during the rainy season to support dry
season activities (Oliveira & Gibbs, 1994; Oliveira, 2008). Rain and other climatic
changes work more as triggers, signaling and synchronizing the occurrence of
flowering in some species (Oliveira, 2008).

Seasonality influences the distribution of floral resources in species of the
herbaceous stratum, which present short life cycles and are limited by water
availability, because of the presence of surface underground systems (Monasterio &
Sarmiento, 1976; Sarmiento, 1983; Mantovani & Martins, 1988). In this study, rainfall
and humidity were important for the distribution of plants that offered pollen or nectar,
and these made their resources available during the whole year, despite presenting a
decrease during the rainy period, which coincided with the weeds in this stratum.

The distribution of floral oil did not show any correlation with the abiotic factors
studied (rainfall and temperature). Most studies on floral phenology of plants that
offer oil as a reward show that this resource is available during the dry period
(Barros, 1992; Pereira & Freitas, 2002; Benezar & Pessoni, 2006), except that of
Mendes et al., (2011), who studied Byrsonima umbellata Mart ex A. Juss., and found
that this species blooms at the beginning of the rainy season, extending into the dry

season, with flowering peaks during the transition period.
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Floral oil, despite being the least common resource in the region, is very
important for bees of the Centridini Tribe, who use this resource as a source of food
for their larvae and also to coat their brood cells (Anderson, 1979; Régo &
Albuquerque, 1989; Vogel, 1990; Sigrist & Sazima, 2004; Régo & Albuquerque,
2006; Alves-dos-Santos et al., 2007). The greatest abundance of individuals who
offered floral oil was observed in the arboreal stratum, and the Malpighiaceae family
was the main contributor to the availability of this resource during the entire
observation period. According to Vogel (1990), most Neotropical species in this family
have oil glands, called elaiophores, and although oil is the main resource offered by
most Neotropical species of Malpighiaceae, pollen also attracts a great diversity of
visitors that can act as pollinators (Pedro, 1994).

The temperature did not correlate with the distribution of any of the studied
resources (Ne, Po, Ne + Po and Ol), as verified by Aleixo et al. (2014). This can be
attributed to small variations in the average temperature. Even between dry and rainy
periods, this variation was small. The proximity of the region to the Equator makes it
variation in solar incidence small, and consequently, variations in average
temperature. According to Stockli et al. (2011), phenology is much more than a
simple linear correlation with average annual temperatures. For a model to make
realistic phenological predictions, it must combine several factors, such as
temperature, light, and humidity.

Increasing the abundance of floral resources is not necessarily an effective
strategy for achieving pollinator conservation targets, but instead, carefully identifying
the resources of specific target groups is critical to the success of pollinator
conservation and pollination (Sutter et al., 2017). When using only exotic plant
species, generalist insect populations suffer little from these impacts; however, the
same does not occur with specialist insect populations, which are strongly affected by
the removal of native plants (Zanette et al., 2005; Nates -Parra et al., 2006; Frankie
et al., 2009; Bergerot et al., 2010).

The high proportion of plants with flowers pollinated by bees in our study area
reinforces the concerns about the potential consequences of the decline of
pollinators (especially bees), for the native flora, especially in disturbed areas, where
there is a decrease of areas for nesting. Variation in the flowering distribution of
individual plants that supply pollen and/or nectar among strata throughout the year is
important for the maintenance of bee populations, given that pollen and nectar are
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essential foods for their survival. Despite the flowering peaks at different times of the
year for plants that offer these resources, it was found that they are offered
throughout the year, even in the case of an urban environment, in which a substantial
part of the original plants was removed for urban growth. The complementarity of
floral resources between different strata of vegetation and species of melitophilic
importance is a crucial path for the success of measures aimed at the conservation

of the diversity of bees and other pollinators.
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Fig. 4. Circular histogram representing the distribution of floral resources available to bees in the
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TABLE 1

Rayleigh test of uniformity (Z) for circular distribution of floral resources available to bees in vertical

climatic stratification between August 2018 and July 2019 on the campus of Dom Delgado and

surroundings, Sao Luis - MA, Brazil.

Nectar
Test Herbaceous Arboreal Shrubby Liana
Number of
Observations 3212 544 609 463
Average date August September November August
Concentration (r) 0,354 0,35 0,129 0,317
Rayleigh Test (Z) 401,603 66,656 10,085 46,672
Rayleigh Test (p) p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p<0,0001

Pollen

Herbaceous Arboreal Shrubby Liana
Number of
Observations 1702 474 166 41
Average date April January September September
Concentration (r) 0,438 0,28 0,273 0,412
Rayleigh Test (Z) 325,941 37,259 12,345 6,959
Rayleigh Test (p) p<0,0001 p<0,0001  p<0,0001  p=0,0007

Nectar and Pollen

Herbaceous Arboreal Shrubby Liana
Number of
Observations 2409 1585 151 242
Average date September March December September
Concentration (r) 0,32 0,166 0,137 0,505
Rayleigh Test (Z) 246,928 43,687 2,82 61,807
Rayleigh Test (p) p<0,0001 p<0,0001 0,06 p<0,0001

oil

Herbaceous Arboreal Shrubby Liana
Number of
Observations 47 7 21 3
Average date May July October September
Concentration (r) 0,747 0,249 0,553 0,355
Rayleigh Test (2) 26,199 4,64 6,418 3,909
Rayleigh Test (p) p<0,0001 p=0,01 p=0,001 p=0,019
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TABLE 2
Pearson correlation between the number of individuals that provided floral resources and the
climatic factors between August 2018 and July 2019 on the campus of Dom Delgado and

surroundings, Sao Luis - MA, Brazil. *p<0,05.

Nectar Pollen Nectar and Pollen  Oil

P R p R p R P R
Temperature 0,423 0.25 0,139 -045 0.986 0.0053 0,464 -0.23
Humidity 0,033* -0.61 0,008* 0.72 0,255 -0.36 0,681 0.13
Rainfall 0,046* -0.58 0,0191* 0.66 0,560 -0.19 0,585 0.17
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Temporal distribution of floral resources used by bees in an urban environment
in northeastern Brazil
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TABLE $1

Floristic composition and phenogram of flowering plants between August 2018 and July 2019 at the Federal University of Maranh&o and surroundings, located

in the municipality of Sdo Luis- MA, Brazil. Ne = nectar; Po = pollen; Ol = oil. * information about bee visits to flowers, regarding field observations. **

classification of predominant pollination system based on gender. *** classification followed Faegri and Pijl (1979).

Family Sk Habit Resource Flower color Origin Pollination REF ago sept oct nov Dec jan feb mar apr may jun jul

Acanthaceae

Avicennia germinans (L.) L. Arboreal Ne white native bee | fly 1,2

Justicia calycina (Nees)

V.AW.Graham Herbaceous Ne red native bird **

Ruellia paniculata L. Herbaceous Ne lilac native bee | bird 3
Aizoaceae

Sesuvium portulacastrum (L.) L. Herbaceous Ne pink native bee | butterfly 4
Alismataceae

Limnocharis flava (L.) Buchenau Herbaceous Po yellow native bee 5
Amaranthaceae

Alternanthera brasiliana (L.)

Kuntze Herbaceous Ne yellow native bee 6

Alternanthera tenella Colla Herbaceous Ne yellow native bee 7

Blutaparon vermiculare (L.) Mears Herbaceous Ne yellow native bee *
Anacardiaceae

Anacardium occidentale L. Arboreal Ne pink | cream native bee 6,8

Mangifera indica L. Arboreal Ne+Po cream cultivated bee 9

Spondias mombin L. Arboreal Ne+Po cream native bee >
Apocynaceae

Allamanda cathartica L. Shrubby Ne yellow native bee | butterfly 3

Mandevilla hirsuta (Rich) K. bee | butterfly | 10, 11,

Schum Liana Ne yellow native birds 12,13
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Arecaceae

Asteraceae

Mandevilla scabra K. Schum.
Nerium oleander L.

Prestonia coalita (Vell.) Woodson

Adonidia merrillii (Becc.) Becc.
Astrocaryum vulgare Mart.
Attalea speciosa Mart.

Cocos nucifera L.

Syagrus cocoides Mart.

Centratherum punctatum Cass.

Chromolaena maximiliani (Schrad.

ex DC.) R.M.King & H.Rob.
Eclipta prostrata (L.) L.
Elephantopus mollis Kunth

Eleutheranthera ruderalis (Sw.)
Sch.Bip.

Emilia fosbergii Nicolson

Emilia sonchifolia (L.) DC

Lepidaploa remotiflora (Rich.)
H.Rob.

Mikania cordifolia (L.f.) Willd.
Praxelis diffusa (Rich.) Pruski
Pectis brevipedunculata Sch.Bip.

Porophyllum ruderale (Jacq.)
Cass.

Rolandra fruticosa Kuntze

Solidago chilensis Meyen

Liana
Arboreal

Liana

Arboreal
Arboreal
Arboreal
Arboreal

Arboreal

herbaceous

Shrubby
herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous
liana
herbaceous

herbaceous

herbaceous
herbaceous

herbaceous

Ne
Ne
Ne

Po
Po
Po
Po
Ne

Ne

Ne
Ne+Po
Ne+Po

Ne
Ne+Po

Ne+Po

Ne
Ne+Po
Ne+Po
Ne+Po

Ne
Ne
Ne

yellow
pink

yellow

cream
cream
cream
cream

cream

purple

lilac
white

white

yellow

red

lilac

lilac
cream
lilac

yellow

cream
white

yellow

native
cultivated

native

cultivated
native
native
naturalized

native

native

native
native

native

naturalized

native

native

native
native
native

native

native
native

native

bee | butterfly |
birds

bee

bee | butterfly

bee
beetle
beetle

bee

bee | beetle

bee

butterfly
bee

bee

bee | butterfly

butterfly

bee
bee
bee | butterfly

bee

bee
bee

bee

*x

15
16

*x

66



Sphagneticola trilobata (L.) Pruski
Synedrella nodiflora (L.) Gaertn.
Tagetes erecta L.

Tilesia baccata (L.) Pruski

Tithonia diversifolia (Hemsl.) A.
Gray

Tridax procumbens L.
Bignoniaceae

Handroanthus impetiginosus
(Mart. ex DC.) Mattos

Tabebuia aurea Benth. & Hook.f.
ex S.Moore

Bignonia aequinoctialis L.
Bixaceae
Bixa orellana L.

Boraginaceae

Euploca polyphylla (Lehm.)
J.I.M.Melo & Semir

Varronia globosa Jacq.
Caricaceae

Carica papaya L.
Chrysobalanaceae

Hirtella racemosa Lam.

Licania tomentosa Fritsch
Combretaceae

Laguncularia racemosa
C.F.Gaertn.

Terminalia catappa L.

herbaceous
herbaceous
herbaceous

Shrubby

Shrubby

herbaceous

Arboreal

Arboreal

liana

Shrubby

herbaceous

Shrubby

Arboreal

Shrubby

Arboreal

Arboreal

Arboreal

Ne+Po
Ne+Po
Ne
Ne

Ne+Po
Ne+Po

Ne

Ne+Po

Ne+Po
Ne+Po

yellow
yellow
yellow

yellow

yellow

yellow

pink

yellow

pink

light pink

white

white

white

lilac

white

white

cream

native
native
naturalized

naturalized

naturalized

native

native

native

native

native

native

native

naturalized

native

native

native

naturalized

bee
bee

bee

bee

bee

bee | butterfly

bee | moth

butterfly

bee

bee | fly | butterfly
| wasp

bee

6,21

22
23

6,24

*x

25

*x

6, 26, 27

g

22,29
6

HAHY
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Terminalia lucida Hoffmanns. ex
Mart.

Commelinaceae

Commelina erecta L.

Tradescantia pallida (Rose) D.R.
Hunt

Connaraceae
Rourea induta Planch.

Convolvulaceae

Ipomoea asarifolia Roem. &
Schult.

Ipomoea bahiensis Willd.

Ipomoea hederifolia L.

Ipomoea maurandioides Meisn.

Merremia aegyptia (L.) Urb.

Merremia umbellata (L.) Hallier f.
Cucurbitaceae

Luffa cylindrica M.Roem.

Momordica charantia L.

Cyperaceae

Bulbostylis capillaris (L.) Kunth ex
C.B.Clarke

Cyperus sp.

Rhynchospora nervosa Boeckeler
Scleria bracteata Cav.

Euphorbiaceae

Cnidoscolus urens (L.) Arthur

Arboreal

herbaceous

herbaceous

Shrubby

herbaceous

herbaceous
liana
liana
liana

liana

liana

liana

herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous

Ne

Po

Ne+Po

Ne+Po

Ne+Po

Ne+Po

Ne+Po
Ne+Po
Ne+Po
Ne+Po

Ne+Po
Po | Ol

Po

Po
Po

Ne

cream

blue

purple

white

purple

lilac

red
purple
white

yellow

yellow

yellow

brown

greenish

cream

greenish

white

native

native

cultivated

native

native

native

native
native
native

native

cultivated

naturalized

native

native

native

bee

bee

bee
bee | butterfly |
birds

bee

wind

wind

wind

wind

bee | butterfly |
birds

*x

6, 30, 31

6, 31

32

6, 33

o

31,34

i

o
-2
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Dalechampia pernambucensis

Baill. liana Ne yellow native bee >
Euphorbia heterophylla L. herbaceous Ne white native bee 3
Euphorbia hirta L. herbaceous Ne greenish native bee 3
Euphorbia hyssopifolia L. herbaceous Ne white native bee 3
Jatropha gossypiifolia L. Shrubby Ne+Po red native bee | birds 3
Jatropha multifida L. Shrubby Ne red cultivated bee | fly 35
Ricinus communis L. Shrubby Po red naturalized bee | wind 3,36
Fabaceae
Acacia mangium Willd. Arboreal Ne+Po yellow naturalized bee 37
Adenanthera pavonina L. Arboreal Ne yellow naturalized bee 3
Albizia lebbeck (L.) Benth. Arboreal Ne+Po yellow naturalized bee 3,22
Andira surinamensis (Bondt)
Splitg in Pulle Arboreal Ne purple native bee >
Ancistrotropis peduncularis (Fawc.
& Rendle) A. Delgado liana Ne pink native bee 38
Arachis pintoi Krapov. &
W.C.Greg. liana Ne yellow native bee >
Bauhinia monandra Kurz Arboreal Ne+Po white | red exotic bee 3
Dioclea violacea Mart. ex Benth.  liana Ne lilac native bee >
Caesalpinia pulcherrima (L.) Sw.  Arboreal Ne orange naturalized birds 6
Calliandra brevipes Benth. Shrubby Po pink native bee 6, 39
Calopogonium caeruleum (Benth.)
C.Wright liana Ne lilac native bee **
Calopogonium mucunoides Desv. herbaceous Ne lilac native bee 3
Cassia fistula L. Arboreal Po yellow cultivated bee 6,9

Centrolobium tomentosum Guill.
ex Benth. Arboreal Ne yellow native bee 6, 40

Centrosema brasilianum (L.)
Benth. liana Ne purple native bee 3
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Centrosema plumieri (Turpin ex
Pers.) Benth.

Centrosema pubescens Benth

Chamaecrista diphylla (L.) Greene
Chamaecrista flexuosa (L.)
Greene

Chamaecrista nictitans (L.)
Moench

Clitoria fairchildiana R.A.Howard
Crotalaria pallida Aiton

Crotalaria retusa L.

Delonix regia (Bojer) Raf.
Desmodium barbatum (L.) Benth
Desmodium incanum (G.Mey) DC.
Dipteryx alata Vogel

Enterolobium timbouva Mart.
Indigofera hirsuta L.

Inga edulis Mart.

Leucaena leucocephala (Lam.) de
Wit

Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.)

L.P.Queiroz

Macroptilium atropurpureum (L.)
Urb.

Mimosa caesalpiniifolia Benth.
Mimosa pudica L.

Mimosa sensitiva G. Lodd.
Neptunia plena (L.) Benth.
Parkia platycephala Benth.

liana
liana

herbaceous

herbaceous

herbaceous

Arboreal
herbaceous

herbaceous

Arboreal
herbaceous
herbaceous
Arboreal
Arboreal
herbaceous

Arboreal

Arboreal

Arboreal

herbaceous
Arboreal

herbaceous
herbaceous
herbaceous

Arboreal

Ne
Ne
Po

Po

Ne

Ne
Ne
Ne

Ne+Po
Ne
Ne
Ne

Ne+Po
Ne

Ne+Po

Ne+Po

Ne

Ne
Ne+Po
Po
Po
Ne+Po
Ne

white
lilac

yellow

yellow

yellow

purple
yellow

yellow

red
pink
lilac
lilac
cream
red

cream

white

yellow

red
white

pink

pink
yellow

red

native
native

native

native

native

native
naturalized

naturalized

cultivated
native
native
native
native
native

native

naturalized

native

native
native
native
native
native

native

bee
bee

bee

birds

bee | birds

bee

bee

*x

41

*x

*x

42

43

44

w oW W W W




Pithecellobium dulce (Roxb.)
Benth.

Rhynchosia minima (L.) DC.

Samanea inopinata (Harms)
Barneby & J.W.Grimes

Senna alata (L.) Roxb.

Senna fruticosa (Mill.) H.S.Irwin &
Barneby

Senna georgica H.S.Irwin &
Barneby

Senna obtusifolia (L) H.S Irwin &
Barneby

Senna pendula (Humb.& Bonpl.ex
Willd.) H.S.Irwin & Barneby

Senna siamea (Lam) H. S. Irwin &
Barneby

Senna silvestris (Vell.) H.S.Irwin &
Barneby

Tamarindus indica L.

Zornia reticulata Sm.

Gentianaceae

Coutoubea spicata Aubl.
Heliconiaceae

Heliconia acuminata A. Rich.
Hydroleaceae

Hydrolea spinosa L.
Hypericaceae

Vismia guianensis (Aubl.) Choisy
Iridaceae

Cipura paludosa Aubl.

Lamiaceae

Arboreal

liana

Arboreal

Shrubby

Arboreal

Shrubby

herbaceous

liana

Arboreal

Arboreal

Arboreal

herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous

Shrubby

herbaceous

Ne
Ne

Ne
Po

Po

Po

Po

Po

Po

Po

Ne

Ne

Po

Ne

Po

Ne+Po

Po | Ol

yellow

yellow

pink

yellow

yellow

yellow

yellow

yellow

yellow

yellow

white

yellow

white

orange

purple

yellow

blue

native

native

native

native

native

native

native

native

naturalized

native

cultivated

native

native

native

native

native

native

bee

bee

bee

bee

bee

birds

bee

46

*x

*x

*x

*x

*x

47

21

48, 49

3,16

w




Lythraceae

Loganiaceae

Gmelina arborea Roxb.

Hyptis atrorubens Poit.

Marsypianthes chamaedrys (Vahl)
Kuntze

Mesosphaerum suaveolens (L.)
Kuntze.

Ocimum basilicum L.

Cuphea sp.

Punica granatum L.

Spigelia anthelmia L.

Malpighiaceae

Malvaceae

Malpighia glabra L.
Byrsonima crassifolia (L.) Kunth

Niedenzuella multiglandulosa
(A.Juss.) W.R.Anderson

Apeiba tibourbou Aubl.
Ceiba pentandra (L.) Gaertn.
Gossypium herbaceum L.

Guazuma ulmifolia Lam

Hibiscus acetosella Welw. ex
Ficalho

Malachra fasciata Jacq.
Melochia parvifolia Kunth
Melochia pyramidata L.
Pachira aquatica Aubl.
Pavonia cancellata (L.) Cav.

Sida castanocarpa Krapov.

Arboreal

herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous

herbaceous

Shrubby

herbaceous

Arboreal

Arboreal

Shrubby

Arboreal
Arboreal
Shrubby

Arboreal

Shrubby
herbaceous
Shrubby
herbaceous
Arboreal
herbaceous

herbaceous

Ne
Ne+Po

Ne+Po

Ne
Ne

Po

Ne+Po

Po| Ol
Po| Ol

Po| Ol

Po
Ne
Ne+Po
Ne+Po

Ne+Po
Ne
Ne

Ne+Po
Ne

Ne+Po

Ne+Po

yellow

white

lilac

lilac

white

purple

orange

lilac

pink

yellow

yellow

yellow
white
yellow

cream

wine

white
white
purple
green
yellow

yellow

cultivated

native

native

native

native

native

cultivated

native

cultivated

native

native

native
native
native

native

native
native
native
native
native
native

native

bee | birds

bee

bee

bee

bee

bee

bee

bee

bee

bee

bat
bee

bee

35

g
50

*x

6, 51
52

*x

6, 53

*x

*x

*x




Sida jussiaeana DC.

Sida rhombifolia L.

Sterculia striata A.St.-Hil. &
Naudin

Waltheria indica L.

Melastomataceae

Heterocentron elegans Kuntze
Miconia cf. albicans (Sw.) Steud.

Pterolepis trichotoma (Rottb.)

Cogn.
Meliaceae

Azadirachta indica A.Juss.

Carapa guianensis Aubl.
Myrtaceae

Eugenia biflora. DC.

Myrcia cuprea (O.Berg) Kiaersk.

Psidium guajava L.

Syzygium cumini (L.) Skeels
Moraceae

Ficus benjamina L.
Moringaceae

Moringa oleifera Lam

Nyctaginaceae

Bougainvillea spectabilis Willd.
Boerhavia coccinea Mill.
Onagraceae

Ludwigia erecta (L.) H.Hara

herbaceous

herbaceous

Arboreal

herbaceous

herbaceous

Shrubby

herbaceous

Arboreal

Arboreal
Shrubby
Shrubby
Arboreal
Arboreal

Arboreal

Arboreal

Shrubby

herbaceous

herbaceous

Po
Po

Ne

Ne+Po

Po

Po

Po

Ne+Po
Ne

Po

Po

Po

Ne+Po

Po

Ne+Po

Ne
Ne+Po

Ne+Po

yellow

yellow

cream

yellow

pink
white

pink

white

cream
white
white
white
cream

orange

white

pink
pink

yellow

native

native

native

native

cultivated

native

native

cultivated

native

native

native

native

naturalized

naturalized

cultivated

native

naturalized

native

bee
bee

bee

bee

bee

bee

bee | butterfly
bee
bee
bee
bee

wasp

bee

butterfly
bee | fly

bee

*x

6, 21

6, 22,45

*x

54

55

3,56
6, 57

58

|

[

N
.
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Ludwigia octovalvis (Jacq.)
P.H.Raven

Passifloraceae
Passiflora foetida L.
Passiflora glandulosa Cav.
Passiflora laurifolia L.
Turnera subulata Sm.
Phytolaccaceae
Petiveria alliacea L.

Piperaceae

Peperomia pellucida (L.) Kunth.

Piper tuberculatum Jacq.
Plantaginaceae

Scoparia dulcis L.
Poaceae

Cenchrus echinatus L.
Eragrostis ciliaris (L.) R.Br.in
Tuckey

Eragrostis tenella (L.) P.Beauv.
Paspalum ligulare Nees
Paspalum maritimum Trin.

Polygalaceae

Asemeia ovata (Poir.)
J.F.B.Pastore & J.R.Abbott

Securidaca diversifolia (L.)
S.F.Blake

Rhizophoraceae
Rhizophora mangle L.

Rubiaceae

liana

liana
liana
liana

herbaceous

Shrubby

herbaceous

Shrubby

Herbaceous

Herbaceous

Herbaceous

Herbaceous
Herbaceous

Herbaceous

Herbaceous

Liana

Arboreal

Ne+Po

Ne

Ne

Ne
Ne+Po

Ne

Po
Po

Po

Po

Po

Po
Po
Po

Ne

Ne

Po

yellow

white
red
purple

yellow

white

greenish

white

white

greenish

white

white

purple

purple

white

native

native
native
native

nativa

naturalized

native

native

native

native

naturalized

naturalized

native

native

native

native

native

bee

bird

bee

bee

wind

wind | fly

bee

wind
wind
wind

wind

wind

wind | bee | fly

*x

o

59

**18

*x

*x

*x
*x

*x

*x

2, 60, 61

u
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Borreria latifolia (Aubl.) K.Schum.

Borreria verticillata G.Mey.
Ixora coccinea L.

Guettardaangelica Mart.

Mitracarpus strigosus P.L.R.
Moraes, De Smedt & Hjertson

Morinda citrifolia L.

Richardia grandiflora (Cham. &
Schitdl.) Steud.

Salicaceae
Casearia grandiflora Cambess.

Sapindaceae

Talisia esculenta Radlk.
Scrophulariaceae

Capraria biflora L.

Solanaceae
Solanum crinitum Lam.
Solanum jamaicense Mill.
Solanum subinerme Jacq.
Talinaceae
Talinum paniculatum (Jacq.)
Gaertn.
Urticaceae
Cecropia sp.
Verbenaceae

Duranta erecta L.

Lantana camara L.

Herbaceous
Herbaceous
Shrubby
Shrubby

Herbaceous

Arboreal

Herbaceous

Shrubby

Arboreal

Herbaceous

Shrubby

Shrubby
Shrubby

Herbaceous

Arboreal

Shrubby
Shrubby

Ne
Ne
Ne
Ne

Ne+Po
Ne

Ne+Po

Ne+Po

Ne+Po

Ne

Po

Po
Po

Ne+Po

Po

Ne
Ne

white
white
red

white

white

white

white

cream

cream

white

purple

white

purple

pink

cream

lilac

orange

native bee
native bee | butterfly
cultivated butterfly
native butterfly | moth
native bee | butterfly
cultivated butterfly
native bee
native bee | fly
native bee
native butterfly
native bee
native bee
native bee
native bee
native wind
naturalized butterfly
native butterfly

3,62

)

3,63

*x

64

6, 57
6,17
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Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex

Britton & P.Wilson Herbaceous Ne+Po pink native bee 3
Priva bahiensis DC. Herbaceous Ne white native bee 3
Stachytarpheta cayennensis

(Rich) Vahl Herbaceous Ne lilac native butterfly 65

Vitaceae

Cissus erosa Rich. Liana Ne red native bee 18
Cissus verticillata (L). Nicolson &

C.E Javis Liana Ne yellow native bee 62

1. Nadia (2009); 2. Lemus-Jiménez and Ramirez (2003); 3. RCPol (http://chaves.rcpol.org.br/eco); 4. Lonard and Judd (1997); 5. Carvalho (2012); 6. Aleixo et al. (2014); 7. de Freitas Brasil and

Guimaraes-Brasil (2018); 8. Chouteau et al. (2005); 9. Agostini and Sazima (2003); 10. Aratjo (2008); 11. Rocha-Filho et al. (2012); 12. Araujo et al. (2013); 13. Lohne et al. (2004); 14. Franco

(1991); 15. Oliveira et al. (2003); 16. Santos-Filho etal. (2016); 17. Soares et al. (2012); 18. Silva et al. (2018); 19. Kinoshita et al. (2006); 20. Galetto and Bernardello (2003); 21. Santos et al. (2009);

22. Aimeida et al. (2003); 23. Fonseca (2009); 24. Wester and Classen-Bockhoff (2007); 25. Silva (2010); 26. Maues et al. (1994); 27. Venturieri and Duarte (2006); 28. Arista et al. (1997); 29. Dias

et al. (2015); 30. Faden (1992); 31. Maia-Silva et al. (2012); 32. Lenza et al. (2008); 33. Kiill and Ranga (2003); 34. de Araujo et al. (2012); 35. Raju and Bahadur (2012); 36. Rizzardoet al. (2012);

37. Rossi et al. (2003); 38. Delgado-Salinas et al. (2011); 39. Nogueira-Neto (2002); 40. Yamamoto et al. (2007); 41. Borges (2006); 42. Oliveira and Sigrist (2008); 43. Falcdo and Clement (2000);

44. Carvalho and Maeda (1997); 45. Ribeiro and Tabarelli (2002); 46. Carvalho (2007); 47. Silva (1998); 48. Tabatinga Filho (2013); 49. Parente (2016); 50. Malerbo-Souza (2011); 51. Kimmel et al.

(2010); 52. Gribel et al. (1990); 53. Kinoshita et al. (2006); 54. Pinheiro (1995); 55. Maues et al. (2009); 56. Alves and Freitas (2006); 57. Tiwari et al. (2010); 58. Jansen Gonzalez (2009); 59.

Possamai et al. (2017); 60. Fernandes (1999); 61. Gill and Tomlinson (1971); 62. Araujo et al. (2009); 63. Cruz and Martins (2015); 64. Francis, J. K. (2004); 65. Fonseca et al. (2006).
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Capitulo 2

Phenolic content, antioxidant activity, and lipid profile of monofloral pollen
collected by Melipona fasciculata (Apidae: Meliponini)
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Abstract
The objective of this study was to evaluate the total phenolic and flavonoid contents,

antioxidant activity, and fatty acid composition of monofloral pollen collected by Melipona
fasciculata. The pollen grains of the twenty-two tested plants showed a great variability in
total phenolic content between 0.43 mg GAE/g to 419.73 mg GAE/g; the highest values were
observed for three species of the Fabaceae family (Leucaena leucocephala, Mimosa
caesalpiniifolia, and Mimosa pudica). The total flavonoids content was highest in the pollen
sample of Senna siamea (Fabaceae) with 110.63 mg QE/g. The pollen that bees collected
from L. leucocephala showed the highest antioxidant activity. The total phenolic content was
the variable that best explained the antioxidant activity (DPPH: r = 0.996, p < 0.0001; FRAP:
r=0.978, p <0.0001). In the pollen of eight species, twenty-seven types of fatty acids were
quantified, with the most representative being C18:3n3 (a-linolenic acid), followed by
C18:2n6¢ (linoleic acid) and C16:0 (palmitic acid). The species with the highest frequencies
of a-linolenic acid were Chamaecrista diphylla (59.40%), and L. leucocephala (51.20%),
while for linoleic acid were M. caesalpiniifolia (66.73%) and M. pudica (64.45%). The levels
of unsaturated fatty acids were higher than those of saturated fatty acids in all samples. Given
the scarcity of information on the characteristics and biological activity of monofloral pollen
collected by stingless bees, it is imperative to carry out additional studies to evaluate the
potential health benefits and identify the biologically active substances of the various types of

monofloral pollen.

Keywords: flavonoids; FRAP; DPPH; a-linolenic acid; Leucaena leucocephala; Mimosa

caesalpiniifolia; Mimosa pudica.
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Introduction

For centuries, humans have collected and used bee pollen in their diet for its therapeutic
benefits and as a nutritional supplement. In addition to being rich in protein, this natural
product consists of carbohydrates, lipids, minerals, vitamins, and phenolic compounds, among
others (Thakur & Nanda, 2020). The wide range of primary and secondary metabolites found
in bee pollen confer it the potential to regulate human bodily functions (Li et al., 2018), such
as antioxidant (Altiner et al., 2020), antibacterial (Arruda et al., 2020), anti-inflammatory
(Lopes et al., 2019), anticarcinogenic (Wang et al., 2013), and anti-allergic activities (Jannesar

etal., 2017).

Bee pollen is beneficial because it exhibits antioxidant activity and is a potential source
of essential fatty acids (EFAs) such as a-linolenic (omega-3) and linoleic (omega-6) acids
(Yang et al., 2013; Dong et al., 2016; Thakur & Nanda, 2020). Antioxidant activity is
associated with the quantity and quality of phenolic compounds in pollen, such as flavonoids,
phenolic acids, and phenolic diterpenes (Arruda et al., 2020; Barbieri et al., 2020).
Antioxidants are essential because they reduce oxygen free radicals in cells and eliminate
their negative effects that affect health (Bakour et al., 2022). Thus, the daily consumption of
antioxidant substances may exert an effective protective action against oxidative processes
that occur naturally in the body, in addition to preventing premature aging (Arruda et al.,
2020). Fatty acids play essential roles in human metabolism; the outcomes may be positive,
such as anti-inflammatory and neuroprotective effects, or negative, such as inflammation,
necrosis, atherosclerosis (Chen & Liu, 2020).

The quality and composition of bee pollen varies according to botanical and
geographical origins (Urcan et al., 2018; Salonen et al., 2021; Liolios et al., 2022). Pollen
belonging to a single botanical taxon exhibits the organoleptic, biochemical, and

physicochemical properties of the original plant (Urcan et al., 2018). For example, there is
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some variability in the phenolic composition and antioxidant properties of pollen grains based
on the plant source (Yang et al., 2013; De-Melo & Almeida-Muradian, 2017; Salonen et al.,
2021). The same has been found for lipid quality, as there are differences in the proportions
and profiles of polyunsaturated, saturated, and monounsaturated fatty acids (Barbara et al.,
2015; Dong et al., 2016), and those considered essential (EFAs) (Thakur & Nanda, 2020).

The primary source of apicultural pollen as a product for human food is pollen collected
by colonies of highly social bees, primarily honey bees (4pis mellifera L.). The pollen is
collected by foraging bees for food their brood, and stored within nests, from where it can be
collected by beekeepers (De-Melo & Almeida-Muradian, 2017). Another method of collecting
apicultural pollens gathered by honey bees is through traps installed at the entrance to the
nests; these consist of grids capable of removing all pollen types collected by forage bees
returning from the field as they enter the nest (Campos et al., 2010).

Apicultural pollen collection in highly social bee nests typically involves heterofloral
samples, making its properties variable (Oliveira et al., 2020; Mohammad et al., 2021).
However, to create a database on plants with higher energy potential and properties beneficial
to human health, it is important to study pollen collected directly from the plant or monofloral
pollen foraged by social bees (Bakour et al., 2019). Monofloral pollen foraged by A. mellifera
has been researched with regard to chemical composition (De-Melo et al., 2018; Estevinho et
al., 2019; Asmae et al., 2021).

In tropical regions, an interesting alternative to obtaining bee pollen are stingless bees
(Meliponini), a group of highly social bees with more than 520 species (Ascher & Pickering,
2020). In various parts of the world, these bees are bred for bee products and for their benefits
as crop pollinators (Heard, 2016). Due to the lack of an efficient trap, because this group has a
small and unique entrance to the nest, the bee pollen ends up being collected directly from the

wax pots, where bees store the foraged pollen (Menezes et al., 2012), inside the colony. Due

89



102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

125

126

to this, researches with the pollen of these bees ends up being made from the mixture of this
stored food.

Considering that practically no studies on the chemical composition and nutritional
benefits of pollen monofloral collected directly from the corbicula of stingless bee, and there
is also scarcity of studies on the pollen of most Neotropical plants, this study aimed to
evaluate the total phenolic and flavonoid contents, antioxidant activity, and fatty acid
composition of monofloral pollen manually collected from the corbiculae of Melipona
(Melikerria) fasciculata Smith, 1854. This is a bee native to Brazil and frequently found in
the states of Maranhao, Mato Grosso, Para, Piaui, and Tocantins (Pedro, 2014); it is
considered one of the most managed and productive species in several traditional rural

communities, and hence can be extensively used to obtain pollen for human food.

Materials and methods
Chemicals and reagents

All reagents were of analytical quality and used as purchased. The following
compounds were used as standards: gallic acid (1-Hidrate) from Panreac (99%, Spain),
quercetin from Sigma-Aldrich (>95%, Belgium), iron ammonium II heptahydrate
((NHy)2Fe(SO4),: 7H,0) from Merck (99.5%, Germany) and trolox from Acros Organics
(97%, Belgium). As solvents, ethanol acquired to Panreac (HPLC quality, Spain, 99.9%)),
methanol from Fisher Chemical (HPLC quality, Leics, >99.9%) and n-hexane were and VWR
(Analytical quality, France, 97.9%).

Other reagents were concentrated hydrochloric acid from Carlo Erba (France, 37%
and d = 1,18), sodium carbonate from Merck (Germany), Folin-Ciocalteu reagent from
Panreac (Spain, d = 1.234), aluminium chloride from Merck (Germany), 2,4,6-tris(2-pyridyl)-

s-triazine (TPTZ) from Sigma-Aldrich (>98%, Belgium), iron chloride hexahydrate
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(FeCls-6H,0) from Acros Organics (99%, Belgium), sodium acetate from Pronalys’AR
(99,5%,England), glacial acetic acid from Merck (Germany), 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl
(DPPH) from Sigma-Aldrich (97%, Belgium), potassium hydroxide (KOH) from Panreac
(85%, Spain) and. sodium sulfate anhydrous (Na,SO4) from Panreac (99%, Spain). The

deionized water used in all analytical work was of type II.

Pollen samples

Melipona fasciculata pollen samples were collected from an experimental meliponary
set up in the Laboratory of Bee Studies at the Federal University of Maranhao, urban area of
Sao Luis, Maranhao, Brazil (2°33'07.7"S, 44°1822.8"W) in two periods: August to October
2018 (dry period) and March to June 2019 (rainy period).

The pollen loads were collected when the forage bees arrived at the colony entrance. To
define the specific sample of the pollen supplying plant, each bee was captured individually,
and the pollen load contained in the corbiculae was removed with the aid of a plastic bag.
Subsequently, small amounts of each sample were used to identify the pollen type.

The pollen samples collected directly from the corbiculae of each bee were acetolyzed
separately using the method proposed by Erdtman (1960) to facilitate observation of the
pollen outer wall (exine). After acetolysis, slides were prepared using glycerinated gelatin for
analysis under a light microscope. The pollen grains were identified through comparison with
a pollen collection from the regional flora and with pollen grains described in the literature.

After palynological identification of the pollen grains, the samples of the same floral
species were gathered in a Falcon tube and conditioned in a freezer at -20 °C. The analyses
were performed at the School of Agriculture’s Microbiology Laboratory in the Polytechnic

Institute of Bragancga, Portugal.
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Preparation of extracts

Approximately 0.5 g of pollen from each plant sample was weighed and diluted in 25
mL of methanol (samples with small amounts of pollen were weighed and diluted in methanol
with amounts proportional to the weight). The mixture was then magnetically stirred at 150
rpm for 24 h. After this period, filtration was performed using a filter paper (Whatman no. 4).
The procedure was repeated once more. The extracts were evaporated using a rotary
evaporator (IKA model RV8, Staufen, Germany) at 45 °C.

The dried pollen extract was stored at room temperature in the dark to do further

experiments. All the samples were analyzed in triplicate.

Phenolic compounds
Determination of total phenolic content (TPC)

TPC was determined using microplates according to the methodology reported by
Bobo-Garcia et al. (2015). 20 pL of the diluted extract was mixed with 100 pL of 1:4 diluted
Folin-Ciocalteu reagent and stirred for 60 s in a 96-well flat-bottomed microplate (NUOVA
APTACA SRL, Canelli, Italy). The mixture was allowed to stand for 4 min; then, 75 pL of
sodium carbonate solution (100 g/L) was added and the mixture was stirred at a continuous
medium speed for 1 min. After 2 h in the dark at room temperature, the absorbance was
quantified at 750 nm using a Thermo Scientific Multiskan GO microplate reader (Thermo
Fisher Scientific, Finland). All samples were tested against a blank, in which the sample was
replaced by water. Gallic acid (GAE), at concentrations ranging 20-250 mg/L, was used as a
calibration standard. The results were expressed as mg equivalent of GAE per g of dry

extract.

Determination of flavonoid content
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Flavonoid content was determined by colorimetric assay with aluminum chloride
(Sembiring et al., 2018) with minor modifications.

50 pL of the extract (1 mg/mL) or standard solution was mixed with 10 pL of aluminum
chloride solution (1% w/v) and 150 pL of 96% ethanol. Subsequently, 10 pL of 1 M sodium
acetate was added. Ethanol (96%) was used as a blank. All the mixtures were incubated for 40
min at room temperature, protected from light. The absorbance was measured at 415 nm.
Quercetin (QE) at concentrations ranging 4-150 mg/L was used to construct the standard
curve. The total flavonoid content was expressed as mg quercetin equivalent (QE) per g of dry

extract.

Antioxidant activity
Ferric reducing-antioxidant power (FRAP) assay

The total antioxidant potential of the extracts was determined using the plasma FRAP
described Bolanos de la Torre et al. (2015). Freshly prepared FRAP reagent (10 mM 2.4,6-
tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) in 40 mM HCI), 20 mM FeCls-6H,O solution, and 0.3 M
sodium acetate-acetic acid buffer at pH 3.6 were mixed in a 1:1:10 proportion (parts by
volume). The extracts were dissolved in ethanol at a concentration of 1 mg/mL. Then, 180 uL.
of FRAP solution was added to a 20 pL aliquot of the extract at different concentrations. The
absorbance of the reaction mixture was measured at 590 nm in a microplate reader.
Concentrations  ranging 20-315 mg/L of iron ammonium II  heptahydrate
(NHy),Fe(SO4),-7H,O were used to construct the calibration curve. The results were

expressed as mg Fe (II) equivalent per g of dry extract.

2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) assay
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DPPH assay was performed in a microplate according to the method described by
Bobo-Garcia et al. (2015), with some modifications. 20 pL of the extract was added to 180 pL
of DPPH solution (150 umol/L) in 80% methanol and stirred for 60 s in a 96-well microplate.
After incubation for 40 min in the dark at room temperature, the absorbance was measured at
515 nm in a microplate reader.

Trolox at concentrations ranging 25-150 mg/L was used to construct the calibration
curve. The results were expressed in mg trolox equivalent per g of dry extract. The percentage

DPPH inhibition was calculated using the following equation:

e Aa—Ab
% DPPH inhibition = [1 - (Ac_Ab)] x 100 (1)
where Aa is the absorbance at 515 nm of 20 pL of extract or standard with 180 puL. of DPPH
solution after 40 min, Ab is the absorbance at 515 nm of 20 pL of water with 180 puL of 80%
methanol after 40 min, and Ac is the absorbance at 515 nm of 20 puL of water with 180 uL of

DPPH solution after 40 min.

Determination of fatty acid profile

0.2 g of each sample was extracted with 2.5 mL of n-Heptane and 0.5 mL of a solution
of 2 M KOH in MeOH. The mixture was allowed to stand for 60 min at room temperature
(Kaplan et al., 2016). Thereafter, a few drops of glacial acetic acid and sodium sulfate
anhydrous Na,SO4 were added while stirring. The supernatant was carefully filtered through
0.2 pm filters.

The methyl esters were analyzed using a gas chromatograph (DANI GC 1000, Cologno
Monzese, Italy) equipped with a split/splitless injector. The components were separated on a

capillary column (Zebron, ZB-FAME) with 3 m length, 5 m of pre-column, an internal
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diameter of 0.25 mm, and film thickness of 0.20 um. The operating conditions were as
follows: the initial temperature of the column was 100 °C, which was held for 2 min; the
temperature was then increased to 140 °C with a 10 °C/min ramp, 190 °C with a 3 °C/min
ramp, and 260 °C with a 30 °C/min ramp, and held for 2 min. The injector temperature was
250 °C and the detector temperature was 260 °C. The carrier gas (hydrogen) flow rate was 1.1
mL/min, measured at 100 °C; the split injector (1:50) was at 250 °C and the volume of the
sample injector was 1 pL. Fatty acids were identified by comparing the relative retention
times of the FAME peaks of the samples and standards. The results were recorded and
processed using Clarity v.4.0.00.681 (DataApex, Prague, Czech Republic) and expressed as

the relative percentage of each fatty acid. Two replicates were made for each sample.

Lipid quality indices

To evaluate the indices of lipid quality of the analyzed pollen grains, the indices of
atherogenicity (Al) and thrombogenicity (T1) were calculated from the data on fatty acid
composition.

The atherogenicity index (Al) indicates the ratio between the sum of the main saturated
fatty acids and the main unsaturated classes. This index was calculated using the following

equation (Garaffo et al., 2011):

[(4 x C14:0) + C16:0 +C18:0]

Al = [> MUFA+),PUFA - n6 + Y, PUFA - n3] (2)

The thrombogenicity index (TI) shows the tendency of clot formation in blood vessels.
This is defined as the ratio of pro-thrombogenic (saturated fatty acids - SFAs) and

antithrombogenic (monounsaturated fatty acids - MUFAs) and polyunsaturated fatty acids
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(PUFAs-n6 and PUFAs-n3) fatty acids (Larqué et al. 2003), obtained using the following

equation:

TI = (C14:0 + C16:0 + C18:0)/(0.5MUFA + 0.5PUFA —n6 + 3PUFA —n3 + PUFA —n3/PUFA — n6) (3)

Data analysis

Means =+ standard deviations were calculated for the phenolic compound assays (total
phenolic and flavonoid contents) and antioxidant activity (FRAP and DPPH) analyzed in
triplicate. Using the mean values of each variable, a principal component analysis (PCA) was
performed to detect the most significant parameters that described the data set for the first two
factors in relation to the pollen grains of each plant species investigated. This analysis was
performed using Xlstat software (Paris, France) (Addinsoft, 2020).

Pearson’s correlation between the various parameters (TPC, total flavonoid content,
FRAP, and DPPH) was also established using Pearson’s Linear Correlation coefficient (r) at
the 1% (p =0.01) and 5% (p = 0.05) levels. This analysis was performed using the R software
(R Core Team, 2020).

The mean values of fatty acids were compared by the one-way ANOVA, followed by
the Tukey’s test, to verify minimal significant differences (p = 0.05). The similarity of
botanical species with regard to fatty acids was verified by Cluster Analysis, represented
through a Dendrogram generated using the Minitab 14 software (Minitab Inc. State College,

PA, USA) (Minitab, 2003).

Results
Total Phenolic and Flavonoid Contents, Antioxidant Properties

Pollen grains from 22 plant species belonging to 13 botanical families were analyzed,
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with the families Fabaceae (8) and Melastomataceae (3) having the most representatives
(Supplementary material, Figure S1). The total phenolic and flavonoid contents, and

antioxidant activity was analyzed in all species (Table 1).
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Table 1. Means and standard deviations of total phenolic and flavonoid contents, and antioxidant activity (FRAP and DPPH).
Family Pollen type Total Phenolic Flavonoid DPPH FRAP
Content Content
mg GAE/g mg QE/g mg TE/g mg Fe*'/g
Acanthaceae Avicennia germinans (L.) L. 7.76 £0.32 1.91+0.04 2.6 +0.03 15.4+0.24
Anacardiaceae Anacardium occidentale L. 0.43 £ 0.006 0.02 £ 0.000 0.47 = 0.000 0.58 =0.006
Arecaceae Mauritia flexuosa L.f. 15.45+0.32 3.95+0.02 1494+ 0.17 5732+ 1.77
Bixaceae Bixa orellana L. 26.17+0.43 0.48 +£0.01 21.79 £ 0.01 132.38 £ 0.55
Combretaceae Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn. 7.11£0.02 1.74 £ 0.06 1.18 £ 0.07 10.9+0.16
Euphorbiaceae Ricinus communis L. 26.69 + 0.48 3.15+0.09 23.15+0.02 106.98 + 0.16
Dilleniaceae Dilleniaceae type 8.51+0.33 1.19+£0.02 6.8+0.03 18.28 £ 0.06
Fabaceae Acacia mangium Willd. 44.64 +£0.20 48.27 +1.03 33.15+0.25 83.63 £0.90
Adenanthera pavonina L. 11.75+0.45 6.65+0.02 9.92+0.06 24.31+£0.90
Chamaecrista diphylla (L.) Greene 8.31+£0.22 9.19+0.04 9.68 + 0.05 37.75+£0.44
Leucaena leucocephala (Lam.) de Wit 419.73 £10.42 64.17+£1.2 409.86 = 1.57 2114.97 £44.53
Mimosa caesalpiniifolia Benth. 197.04 +3.16 36.77 £ 0.50 174.52 + 1.56 782.3 +£12.27
Mimosa pudica L. 151.39 +5.57 16.37 £ 0.54 119.27+1.26 302.89 £ 12.26
Neptunia plena (L.) Benth. 19.86 +0.36 11.54+0.18 16.37£0.12 41.42+£0.27
Senna siamea (Lam.) H.S.Irwin & Barneby 86.16 +2.62 110.63 £2.36 97.8+£0.29 350.14 £4.60
Hypericaceae Vismia guianensis (Aubl.) Choisy 14.74 £ 0.04 8.71+0.17 20.2+0.19 20.2+£0.19
Meslastomataceae ~ Melastomataceae | 20.89 £ 0.63 0.9+0.02 17.05+0.01 55.93+£1.29
Pterolepis trichotoma (Rottb.) Cogn. 2091 +0.24 2.07+0.07 19.5+0.02 -
Melastomataceae 11 13.6 £0.29 0.61 +£0.02 4.03£0.01 19.79 £ 0.26
Myrtaceae Eucaliptus 25.26 +£0.48 6.76 £ 0.08 20.89 £ 0.02 64.73 £0.11
Rhizophoraceae Rhizophora mangle L. 22414043 2.26+0.14 24.76 £0.01 43.64 +£0.29
Solanaceae Solanum crinitum Lam. 11.53 +0.27 3.19+0.06 3.12+0.05 11.57+0.14
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The pollen grains of the plants studied presented a great variation in TPC (Table 1); the
pollen grains of three species of the Fabaceae family exhibited the highest values - Leucaena
leucocephala (419.73 =£10.42 mg GAE/g), Mimosa caesalpiniifolia (197.04 = 3.16 mg
GAE/g), and Mimosa pudica (151.39 = 5.57 mg GAE/g). Anacardium occidentale, popularly
known as “cashew tree”, had the lowest phenolic content (0.43 = 0.006 mg GAE/g). The total
flavonoid content ranged from 110.63 £+ 2.36 mg QE/g (S. siamea) to 0.02 £ 0.0006 mg QE/g
(A. occidentale) (Table 1). The Fabaceae species - A. mangium, L. leucocephala, M.
caesalpiniifolia, M. pudica, and S. siamea - with values higher than 15 mg QE/g of total
flavonoids stood out.

The plant with the highest antioxidant activity was L. leucocephala (FRAP: 2114.96 +
44.53 mg Fe*'/g; DPPH: 409.86 + 1.57 mg TE/g), followed by M. caesalpiniifolia (FRAP:
782.30 + 12.27 mg Fe®*/g; DPPH: 174.52 + 1.56 mg TE/g), S. siamea (FRAP: 350.14 + 4.60
mg Fe**/g; DPPH: 97.80 + 0.29 mg TE/g), and M. pudica (FRAP: 302.89 + 12.26 mg Fe*'/g;
DPPH: 119.27 + 1.26 mg TE/g). On the other hand, the lowest antioxidant activity (FRAP:
0.58 mg Fe*"/g; DPPH: 0.47 + 0.0003 mg TE/g) was exhibited by 4. occidentale (Table 1), as
for the total phenolic and flavonoid contents.

The Pearson correlation showed that the variable that best explained the antioxidant
activity of the plant species was TPC (FRAP: r=0.978, p <0.0001; DPPH: r = 0.996, p <
0.0001). Total flavonoids also correlated with antioxidant activity (FRAP: r = 0.556, p <
0.001; DPPH: r =0.604, p < 0.01) (Supplementary material, Table S1); however, this
correlation was not strong as TPC.

The PCA results showed that principal components 1 and 2 were sufficient to explain
99.24% of the total variance of the data. The first two principal component scores obtained
for the results of the analyses of total phenolic and flavonoid contents and antioxidant activity

(DPPH and FRAP) are presented in Figure 1. Axis 1 explained 84.95% of the variation of the
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samples, and this axis correlated more with the TPC (0.96), DPPH (0.97), and FRAP (0.94),
corroborating the results presented in the correlation matrix. Axis 2 was best explained by the
total flavonoid content (0.49), with correlation only between the plant species S. siamea

(0.682) and A. mangium (0.964).
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Figure 2. Ordering of principal component analysis (PCA) for monofloral pollen samples
collected by Melipona fasciculata based on total phenolic and flavonoid contents and

antioxidant activity.

Fatty acid profile

Only species (8) for which there was sufficient quantity to perform the fatty acid
analysis (A. mangium, C. diphylla, L. leucocephala, M. caesalpiniifolia, M. pudica, R.
mangle, S. siamea, and Dilleniaceae type) were used. The fatty acid profile results are
summarized in Table 2. Twenty-seven types of fatty acids were identified, of which 12

belonged to the SFA family, 6 were MUFAs, and 9 were PUFAs.
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319  Table 3. Fatty acid profile (%), lipid ratios, atherogenicity index (Al), and thrombogenicity index (TT) of monofloral pollen samples collected by
320  Melipona fasciculata, according to plant source.
Fatty Acid Nomenclature Acacia Chamaecrista Leucaena Mimosa Mimosa Rhizophora  Senna siamea  Dilleniaceae p-value
mangium diphylla leucocephala caesalpiniifolia pudica mangle type
C4:0 Butyric acid*  0.49ab + 0.04 0.07b 1.14a+0.19  0.46ab+0.36  0.43ab+0.02 0.30ab 0.09b+0.01  0.18b+0.07 0.014
C6:0 Caproic acid*  0.13a+0.00 0.03a 0.23a+0.01 0.18a+0.10 0.08a+0.01 0.11a 0.04a+0.01 0.10a = 0.00 0.042

C10:0 Capric acid* n.d. n.d. n.d. n.d. 0.16 +0.05 n.d. n.d. n.d. -

C11:0 Undecanoic n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 1.00£0.16 -

acid*

C12:0 Lauric acid* 0.24a+0.01 0.20a 0.74a+0.35 0.33a+0.31 0.14a+0.02 0.30a 0.27a+0.00  0.65a+0.20 0.208

C14:0 Myristic acid*  0.43a+0.08 0.10ab 0.21ab+0.06  0.20ab+0.05 0.4lab+0.02 0.25ab 0.09b+0.02  0.50a+0.13 0.013

Cl14:1 Myristoleic n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. 2.49+0.32 -

acid**

C15:0 Pentadecanoic  1.53a+0.08 0.06b 0.10b +0.03 1.42a+0.09 1.33a+0.00 n.d. 0.09b+0.01  0.09b+0.00 <0.001

acid*

C15:1 Pentadecenoic 3.29+0.29 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. -

acid**

C16:0 Palmitic acid*  23.32e + 0.47 28.03cd 31.78b+0.10  21.58e + 0.68 18.10f+ 0.01 26.74d 30.31bc +£0.67 35.87a+0.13 <0.001

c16:1 Palmitoleic ~ 0.35b0.02 0.04c 020d=0.01  0.62a=0.00  0.29¢=0.00 nd. 0.05¢+0.01  0.19d+0.00  <0.001

acid**

C17:0 Heptadecanoic  0.340ab + 0.03 0.05¢ 0.12¢ £ 0.01 0.48ab =+ 0.09 0.61a+0.00 0.11c 0.25bc+0.10  0.06c+0.01 0.001

acid*

C17:1 cis10- 0.13¢ £ 0.00 0.48a n.d. n.d. 0.02¢ = 0.00 0.19b 0.03¢+0.01 0.08d + 0.00 <0.001

Heptadecanoic
acid**
C18:0 Stearic acid* 0.89a + 0.02 0.95a 1.02a+£0.25 1.08a +0.20 0.82a+0.23 1.27a 0.85a+0.20 1.06a+0.18 0.532
C18:1n9c Oleic acid**  2.06ab + 0.23 0.81b 0.76b £ 0.01 1.12b +0.35 3.32a+0.57 1.23b 0.85b+0.20  1.19b+0.36 0.003
C18:2n6t Linolelaidic 0.90+0.11 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. -
acid***

C18:2n6¢ Linoleic 43.75d £ 0.07 8.12g 10.10g+0.20 66.73a+0.22  64.45b +0.80 52.97¢ 12.44f+0.07 23.14e+0.30 <0.001
acid***

C18:3n6 y-Linolenic ~ 0.50abc + 0.01 0.05d 0.22bcd £0.09  0.79a+0.20  0.65ab +0.02 0.08cd 0.12¢d +0.00  0.07cd + 0.02 0.001
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C18:3n3
C20:0
C20:1

C20:2

C20:3n3

C20:3n6

C20:4n6

C20:5n3

C22:0

acid***
a-Linolenic acid
Arachidic acid
Gadolinic
acid**
Eicosadienoic
acid***
Dihomo-(a-)
linolenic
acid***
Dihomo-y-
linoleic acid***
Arachodonic
acid***
Eicosapentanoic
acid***
Behenic acid*

Y SFA
YMUFA
YPUFA
>né
>n3
PUFA/SFA
Al
TI

19.38d +0.12
0.12ab + 0.02
0.04a+0.01

0.17a+0.00

0.14b £ 0.01

0.07 +£0.00

n.d.

1.66a

n.d.

27.543
5.873
66.584
45225
21.187
2.417
0.357
0.162

59.40a
0.18a
n.d.

0.04b

0.19b

n.d.

1.10a

n.d.

0.12a

29.781
1.322
68.896
9.267
59.589
2.313
0.418
0.497

51.20b+0.43
0.05bc +0.01
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

2.14a

n.d.

35.386
0.956
63.658
10.317
53.341
1.799
0.521
0.566

4.80g +2.03
0.10abe + 0.02
0.03a £0.01

0.06b £ 0.01

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

25.846
1.772
72.383
67.517
4.805
2.801
0.316
0.104

8.86f+ 0.05
0.04c £ 0.00
0.06a = 0.00

0.04b £ 0.01

0.19b +0.02

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

22,123
3.695
74.182
65.091
9.052
3.353
0.264
0.093

14.02¢
n.d.
n.d.

n.d.

1.24a

n.d.

1.09a

n.d.

0.11a

29.189
1.413
69.398
54.141
15.257
2.378
0.410
0.162

50.92b +0.26
0.16a + 0.00
n.d.

n.d.

1.57a+0.20

n.d.

1.72a = 0.00

n.d.

0.16a+ 0.03

32.309
0.931
66.760
14.274
52.486
2.066
0.466
0.448

30.85¢ + 0.08
0.17a + 0.00
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

2.28a+0.14

n.d.

0.04a £ 0.01

39.717
3.942
56.341
25.488
30.854
1.419
0.646
0.395

<0.001
0.001
0.170

0.009

0.004

0.060

0.089

0.112

321
322
323
324

n.d.: not detected
*SFA, **MUFA, ***PUFA
a-g: Different letters on the same line indicate significant differences in the Tukey's test in fatty acid frequency (p = 0.05)
Chamaecrista diphylla and Rhizophora mangle had no replicas
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The analysis of variance showed that only the fatty acids C12:0, C18:0, C20:1,
C20:4n6, C20:5n3 and C22:0 had no significant differences between plants (p > 0.05). The
fatty acids C10:0, C11:0, C14:1, C15:1, C18:2n6t, C20:3n6 occurred exclusively in the
pollen of one plant (Table 2). The most representative fatty acids in the samples were o-
linolenic acid (C18:3n3) (33.52%), linoleic acid (C18:2n6¢) (30.71%), and palmitic acid
(C16:0) (27.74%). However, the percentage varied according to the pollen of each plant
taxon. For example, species of the genus Mimosa, such as M. caesalpiniifolia and M.
pudica, showed percentages of linoleic acid (C18:2n6c) as 66.73% and 64.45%,
respectively, whereas this fatty acid was found at lower levels in L. leucocephala (10.10%)
and C. diphylla (8.12%) (Table 2).

Cluster analysis showed the similarity in composition and quality of fatty acids among
botanical species, with the formation of seven groups in the dendrogram. The two species of
the genus Mimosa were 99.85% similar. They formed a group close to the legume 4.
mangium and the mangrove species R. mangle (Rhizophoraceae), with a similarity of
99.29%. Other species of Fabaceae (L. leucocephala, S. siamea, and C. diphylla) formed a
single group with 99.55% similarity. The sample with the most distinct fatty acid
composition was Dilleniaceae type (Figure 2), probably because it was the only sample to
present the SFA undecanoic acid (C11:0) and a homogeneous distribution of palmitic, a-
linolenic, and linoleic acids. Pollen grains from different plants presented distinct profiles of
fatty acids; in some, one or more fatty acids were characteristically dominant.

The levels of UFAs were higher than those of SFAs in all samples (Table 2). In
addition, the percentage of PUFAs was higher (approximately 67.3% of total fatty acids)
than that of MUFAs (2.48%) and SFAs (30.23%). The UFA/SFA ratio was 2.31 = 0.59. The

best PUFA/SFA ratio was obtained for M. pudica pollen (3.35).
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Figure 2. Similarity dendrogram of plant species in relation to fatty acid profile.

The Al of pollen extracts collected from M. fasciculata ranged from 0.263 to 0.645,
whereas the TI ranged from 0.093 to 0.566. The pollen from M. pudica (Al: 0.264; TI:

0.093) and M. caesalpiniifolia (Al: 0.316; TI: 0.104) had the lowest Al and TI indices.

Discussion

The results obtained in this study attest the variation in the total phenolic and
flavonoid contents, antioxidant activity, and fatty acid profile of different types of pollen
grains foraged by M. fasciculata, with a tendency of the plants to converge in chemical
composition with an increase in the proximity of the taxa. This feature has been frequently
observed in other studies on the monofloral pollen collected by A. mellifera (e.g., Urcan et
al., 2018; Bakour et al., 2019; Salonen et al., 2021).

Pollen grains of L. leucocephala, M. caesalpiniifolia, M. pudica, S. siamea, and A.
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mangium can be considered excellent sources of natural antioxidants because they exhibit
the highest TPC. High levels of phenolics and flavonoids correlate with higher antioxidant
capacity of pollen (Ozkok & Silici, 2017; De-Melo et al., 2018; Arruda et al., 2020) because
the parts of plants that have more of these organic compounds can neutralize oxidized
reactive elements, resulting in more stable and less reactive radicals (Selvaraju et al., 2019).
Phenolic compounds act as antioxidants owing to their ability to donate hydrogen or
electrons and the stability of their radical intermediates, which prevent the oxidation of
various compounds (Cuvelier et al., 1992). The poor result for 4. occidentale pollen seems
to be a characteristic of the species because the stalk, or pseudofruit, also has low phenolic
content (0.22 to 2.95 mg GAE/g) (Lopes et al., 2012), and consequently, exhibits lower
antioxidant activity.

In our study, with the exception of L. leucocephala, M. caesalpiniifolia, and M.
pudica, the pollen grains of the other plants had phenolic content identical to those reported
in Brazilian bee pollen (Aratjo et al., 2017; Arruda et al., 2020). However, a study of pollen
in seven species of the genus Melipona found that the contents of pollen jars showed higher
levels of total phenolics, total flavonoids, and antioxidant activity in the northern region of
Brazil (Oliveira et al., 2019), and there seems to be a preference of M. fasciculata in
exploiting pollen with high TPC, because in the pollen gathered by this bee originating from
Baixada Maranhense (Oliveira et al., 2019), a region about 100 km from the study area, the
mean value of 227.35 + 3.8 mg GAE/g was close to that recorded for the Fabaceae species.
It is worth considering that often, the comparison between stingless bee studies is limited by
the lack of specification of the botanical origin of the pollen, and the limited number of
studies describing only monofloral pollen. Our study brings relevant contributions about
each particular plant.

The Fabaceae species also excelled in total flavonoid content, with values above 15
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mg QE/g of total, especially S. siamea with 110.63 + 2.36 mg QE/g. In general, in most of
the botanical species, their levels were resembled those found in A. mellifera pollen, less
than 15 mg QE/g (Aragjo et al., 2017; Arruda et al., 2020; Asmae et al., 2021). Flavonoids
are a class of phenolic compounds and the most diverse secondary compounds in the plant
kingdom (Khalid et al., 2019), and these compounds also participate in the elimination of
free radicals (Selvaraju et al. 2019).

Particularly, the pollen grains of the species of the Fabaceae family stood out in the all
analyses. Representatives of this family are considered important sources of phenolic
compounds and antioxidants, e.g., the pollen of Robinia pseudoacacia L. (Leja et al., 2007),
Castanea sativa Mill. (Avsar et al., 2016), and Prosopis juliflora (Sw.) DC. (Almaraz-
Abarca et al., 2007). The emphasis on Fabaceae species was due to the natural preference of
bees for plants of this family worldwide (Almaraz-Abarca et al., 2007; Avsar et al., 2016).
This family of legumes have cosmopolitan distribution and rank the third largest in plant
richness (Lewis et al., 2005).

Our study of monofloral pollen collected by M. fasciculata highlighted the importance
of L. leucocephala as a source of compounds with biological properties for the development
of bee colonies and for human consumption. Apparently, this is a characteristic of the
species, because young shoots also have high phenolic content (405 + 0.18 mg%)
(Chanwitheesuk et al., 2005). This species is native to Central America and was introduced
to tropical countries worldwide because it is highly resistant to drought and has several
functions, such as functioning as food for ruminants, controlling soil erosion, and producing
shade in cultivated areas (Shelton & Brewbaker, 1994; Garcia et al., 1996). So, it is worth
considering that because L. leucocephala is an exotic species in Brazil, it may compete for
space and resources with native plants and, therefore, should not be considered for planting.

However, in places where it occurs in abundance naturally, it can be an excellent source of
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pollen for production and consumption.

Mimosa caesalpiniifolia is a native species that is highly exploited by M. fasciculata,
and rich in phenolic compounds with antioxidant activity. With wide distribution in
northeastern Brazil (Barneby, 1991), the species stands out as a source of pollen for stingless
bees due to its mass flowering (Maia-Silva et al., 2020). Plants with this type of flowering
provide huge resources in a short time, which benefits social bees by allowing them to stock
food for times of scarcity; and also facilitates the collection of almost monofloral, high-
quality pollen in a short period for consumption. This becomes possible when plant species
that mass-flowering, a large proportion of the foraging bees will collect pollen them. It is,
therefore, indicated for human consumption, freshly stored pollen in the period of mass
flowering of plants with high therapeutic properties, as is the case of M. caesalpiniifolia.

Our study is the first to investigate the composition of fatty acids in monofloral pollen
taken directly from the corbiculae of stingless bee. Fatty acids play an essential role in the
reproduction, development and growth of bees (Manning, 2001). Some fatty acids (linoleic,
linolenic, myristic, and lauric acid) exhibit an important role in colony hygiene, as they have
bactericidal and antifungal properties (Manning, 2001; Margaoan et al., 2021). The results
showed the prevalence of the acids a-linolenic acid (C18:3n3), linoleic acid (C18:2n6c¢), and
palmitic acid (C16:0), with the frequency of each varying according to the species. In
general, there is a greater similarity between plants of closely related taxa, as observed by
the dendrogram. The highest values of a-linolenic acid occurred in C. diphylla and L.
leucocephala; linoleic acid in both Mimosa species, and palmitic acid prevailed in
Dilleniaceae type and L. leucocephala. The two main acids in the samples, linoleic acid and
a-linolenic acid are commonly seen in bee pollen (Estevinho et al., 2012; Barbara et al.,

2015; Oliveira et al., 2020).
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Linoleic and a-linolenic acids are the main omega-6 and omega-3 fatty acids,
respectively, and are PUFAs that cannot be synthesized by higher-order animals and need to
be acquired through food (Arien et al., 2015). These fatty acids play a key role for bees and
plants in the pollination system (Szczesna, 2006), and they participate in the structuring of
membrane lipids in living organisms, energy generation for muscle contraction, and in
general, metabolism (Arien et al., 2015; Chen & Liu, 2020). These two acids are considered
key compounds for cell membranes and are associated with brain and neurotransmitter
function in humans (Estevinho et al., 2012); omega-3 fatty acids are also involved in honey
bee learning (Arien et al., 2015). In addition, they participate in oxygen transfer to blood
plasma, hemoglobin synthesis, and cell division (Yehuda et al., 2002; Estevinho et al.,
2012). Therefore, pollen may be a relevant source of these compounds, as an alternative to
other traditional foods, especially for people with restrictive diets in food of animal origen.

Palmitic acid, a type of SFA, was the third most representative fatty acid in the pollens
studied. It is the most abundant fatty acid in human food (Zafaryab et al., 2019). SFAs are
considered harmful to human health because they raise cholesterol levels (Mancini et al.,
2015). However, they are essential for the aerodynamics of bees since they are completely
hydrolyzed in the wing muscles by lipases (Robinson & Nation, 1968). Moreover, a single
molecule of palmitic acid can produce 108 molecules of water and 131 units of ATP, thus
generating a lot of energy during foraging flight, for the functioning of the nervous system
and other physiological processes (Nation, 2008).

The PUFA/SFA ratio is used to assess the impact of diet on cardiovascular health
(CVH). SFAs favor the adhesion of lipids to cells of the immune and circulatory system, and
UFAs (including PUFAs) inhibit plaque aggregation, decreasing LDL-C and phospholipid
cholesterol levels and thus preventing the onset of coronary heart disease (Garaffo et al.,

2011; Estevinho et al., 2019). The pollen grains of the eight plants analyzed had high
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amounts of PUFAs, all above 1%, surpassing the proportion of SFAs. Bees tend to choose
pollen with higher PUFA content probably because they are more suitable for their
metabolism (Estevinho et al., 2012; Barbara et al., 2015). Therefore, pollen species can be
considered good sources of supplementation of these PUFAs, especially n-3 and n-6.

The lowest indices of atherogenicity (Al) and thrombogenicity (T1) were obtained for
M. pudica and M. caesalpiniifolia pollens; this suggests that they are the most suitable for a
healthy diet. These indices take into account the different effects that fatty acids can have on
human health and, in particular, the probability of increasing the incidence of pathogenic
phenomena, such as the development of atherosclerosis and/or thrombus formation
(Estevinho et al., 2019; Chen & Liu, 2020). Nevertheless, roughly speaking, all samples
showed low values for both indices, matching that of other foods considered beneficial to

health (Garaffo et al., 2011; Simat et al., 2015).

Conclusions

In this work, the species L. leucocephala, M. caesalpiniifolia, and M. pudica stood
out in total phenolic content and antioxidant activity, confirming the correlation between
these two factors. On the other hand, the specie that showed the highest total flavonoid
content was S. siamea. In the fatty acid profile, C. diphylla and L. leucocephala showed the
highest frequency of a-linolenic acid, M. caesalpiniifolia and M. pudica stood out in linoleic
acid concentration, while Dilleniaceae type and L. leucocephala for palmitic acid. The
diversified collection of pollen by bees is paramount because each plant offers a particular
nutritional composition, which ensures a balanced diet, wherein one pollen type can supply
deficiencies found in another.

Bee pollen is a functional product with high potential for the food and

pharmaceutical industries. Owing to the specialization of M. fasciculata in exploiting good
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resources, this bee appears to be a potential supplier of high-quality pollen for consumers.
To learn more about this monofloral pollen, it is imperative to evaluate its other chemical
properties (proteins, amino acids, carbohydrates, minerals, vitamins, among others), identify
the profile of biologically active substances, and study the mechanisms of action of these

substances for human health.
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Supplementary material, Figure S1. Photomicrograph of studied pollen grains (10 pm

scale). (A) Neptunia plena, (B) Senna siamea, (C) Leucaena leucocephala, (D) Adenanthera
pavonina, (E) Mauritia flexuosa, (F) Chamaecrista diphylla, (G) Bixa orellana, (H)
Anacardium occidentale, (1) Dilleniaceae type, (J) Acacia mangium, (K) Avicennia
germinans, (L) Vismia guianensis, (M) Ricinus communis, (N) Solanum crinitum, (O)
Laguncularia racemosa, (P) Rhizophora mangle, (Q) Eucaliptus, (R) Melastomataceae I, (S)
Pterolepis trichotoma, (T) Melastomataceae 11, (U) Mimosa caesalpiniifolia, (V) Mimosa

pudica.
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Supplementary material, Table S1. Pearson correlation matrix between phenolic

compounds and antioxidant activity of monofloral pollen samples collected by Melipona

fasciculata.
Total Phenolic Flavonoid FRAP DPPH
Content Content
DPPH 0.996%** 0.604* 0.987%** 1
FRAP 0.978%** 0.556** 1
Flavonoid Content 0.574* 1
Total Phenolic Content 1

*p <0.01; ** p<0.001; *** p <0.0001
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Capitulo 3

Fidelidade floral no forrageamento de pdlen por Melipona fasciculata (Apidae:
Meliponini): por que operdrias trocam de fonte floral?
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Resumo

A preferéncia das abelhas por um determinado tipo polinico pode estar
diretamente relacionada a sua composicdo nutricional. Forrageiras marcadas
individualmente de Melipona fasciculata foram monitoradas para investigar a
especializacdo individual para diferentes recursos alimentares, e para verificar se a troca
estd relacionada a fatores nutricionais. No periodo seco, a maioria das forrageiras
marcadas se especializou na coleta de néctar, enquanto no periodo chuvoso foi para a
coleta de poélen. Forrageiras de M. fasciculata apresentaram o comportamento de
fidelidade floral, e uma tendéncia em coletar gridos de polens com maiores
concentragdes de proteinas e aminodcidos. Isso se confirma principalmente pela coleta
da maioria das forrageiras, com fidelidade floral, se concentrar na busca por pdlen de
Mimosa caesalpiniifolia, planta com maiores concentragdes de proteina e aminoacidos
essenciais. No entanto, forrageiras que apresentam atividades de troca de fonte floral,
ndo apresentaram essa seletividade para alimentos mais ricos em proteinas e
aminoacidos essenciais. Abelhas que "experimentam" uma fonte, mas voltam para a
fonte inicial (troca facultativa), as vezes talvez simplesmente erram na escolha da flor.
J4 aquelas que trocam uma fonte por outra definitivamente (troca plena) optam por
plantas com melhor custo/beneficio com respeito a obtengdo de recursos. Ao visitarem
S. siamea forrageiras permanecem nesta, mesmo nao ela apresentando uma composicao
nutricional tdo alta. A coleta de recursos em diversas fontes florais garante uma dieta
rica, pois um tipo polinico pode suprir a deficiéncia nutricional do outro, e assim o

comportamento de troca pode ser considerado benéfico para a satide da coldnia.

Palavras-chave: Forrageiras; Proteinas; Aminodcidos; Preferéncias; Trocas plenas.
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1. INTRODUCAO

No mundo todo ocorrem espécies de abelhas sociais com fundamental
importancia para a economia ¢ meio ambiente. Entre os representantes mais conhecidos
estdo Apis mellifera, Bombus spp. e abelhas sem ferrdo (Meliponini). O sucesso
ecoldgico desses insetos sociais ¢ frequentemente atribuido a longevidade das colonias e
melhorias no desempenho das tarefas devido a divisdo do trabalho entre os operarios
(Russel et al. 2017). As abelhas sociais apresentam castas especializadas, onde operarias
fémeas realizam todas as atividades de organizagdo, defesa e manutencdo do ninho, e
uma rainha ¢é responsavel pela postura dos ovos (Michener 2007).

As abelhas operarias realizam diferentes tarefas conforme a idade. Nesse
polietismo temporal sdo responsaveis, inicialmente, pela constru¢do de estruturas do
ninho e cuidado com a cria, regulagdo do clima da coldnia, tratamento do alimento,
guarda e, por fim, sdo responsaveis pelo forrageamento, coletando recursos até a morte
(Michener 2007; Griiter 2020), tais como néctar, polen, resina e agua, e algumas
espécies de abelhas sem ferrdo também obtém barro (Griiter 2020). Particularmente, o
néctar tem fungdo energética de fornecer carboidratos as abelhas adultas (Nicolson
2011), e o polen representa a fonte de proteinas e aminoacidos para o desenvolvimento
das crias (Roulston e Cane 2000; Nicolson 2011).

As abelhas promovem a polinizacdo das espécies botanicas ao visitd-las em
busca dos recursos florais (Willmer 2011). Apesar das semelhangas entre determinadas
plantas, abelhas podem utilizar pistas especificas para continuar forrageando uma
mesma espécie (Slaa et al. 1998; Wright e Schiestl 2009), isso reflete diretamente na
quase completa auséncia de transferéncia de pdlen heteroespecifico (Slaa et al. 1998).

Para as plantas, a fidelidade floral, ou constancia floral, é vantajosa porque a
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transferéncia de polen coespecifico deve ocorrer para que a fertilizagdo tenha éxito. Ja
para os polinizadores, a fidelidade floral pode estar associada a maiores retornos de
energia em relacdo ao forrageamento menos especializado (Grliter ¢ Ratnieks 2011),
pois a especializagdo na coleta por recursos florais ¢ vista como um comportamento
vantajoso, pois maximiza a eficiéncia da tarefa (Chittka et al. 1999), podendo em certas
circunstancias, garantir uma explora¢ao mais eficiente de um recurso valioso — pdlen ou
néctar (Oster e Wilson 1978).

Os custos cognitivos associados ao aprendizado e recordacdo das rotinas de
forrageamento sdao considerados vantajosos para as abelhas forrageiras se
especializarem em curto prazo em uma determinada espécie de planta (Chittka et al.
1999; Brosi 2016; Cecala e Rankin 2020). No entanto, a fidelidade floral parece diferir
de acordo com a espécie de abelha (Slaa et al. 1998; Pangestika et al. 2017), e
aparentemente abelhas de ambientes tropicais sdo menos constantes do que as de climas
temperados, devido as diferentes estratégias de forrageamento impostas pelo ambiente
(Slaa et al. 1998). Mesmo em espécies de polinizadores considerados generalistas, com
preferéncias florais variaveis ao longo de sua vida, em algum momento podem incluir
flores mais recompensadoras em seu repertorio de forrageamento em escalas de tempo
relativamente rapidas, caso exista a oportunidade (Gegear ¢ Thomson 2004; Brosi e
Briggs 2013). Logo, a fidelidade floral do polinizador pode responder as mudangas na
recompensa floral de uma paisagem a medida que espécies concorrentes sao perdidas ou
adicionadas a um sistema (Brosi e Briggs 2013).

Apesar da fidelidade floral individual relatada para o forrageamento de pdlen por
muitas espécies de abelhas sociais, sobretudo Apis e Bombus (Griiter e Ratnieks 2011;

Somme et al. 2015), tém sido verificado com alguma frequéncia, um comportamento de
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troca entre fontes florais, onde a mudanga ocorre numa mesma viagem de forrageio
(Ramalho et al. 1994; Barth et al. 2018; Vossler 2019). De acordo com Kleinert et al.
(2012), essa troca na mesma viagem, pode estar relacionado a mistura de polen
remanescente de viagens anteriores, impregnagdo da campeira com pdlen da propria
colonia, ou a permuta de fontes rentaveis em habitats com diversidade floristica muito
elevada. O comportamento de troca na coleta de poélen ainda é pouco compreendido, e
existem apenas suposi¢des sobre os motivos que levam uma operaria a mudar de uma
fonte botanica para outra, como a possibilidade de trocas ocorrerem com o passar do
tempo e diminui¢ao dos recursos (Ogilvie e Thomson 2016; Ogilvie e Forrest 2017).

Alternancias entre fontes florais, ou atividades de forrageamento podem implicar
altos custos temporais, cognitivos e/ou energéticos (Chittka et al. 1999). No entanto, de
acordo com Weiner et al. (2010), a coleta de grao de pélen em uma maior diversidade
vegetal, propicia um equilibrio de aminoacidos, favorecendo uma dieta mais completa.
A preferéncia das abelhas por um determinado tipo polinico pode estar diretamente
relacionada a sua composicdo nutricional (Cook et al. 2003), tendo em vista que a
selecao entre diferentes tipos polinicos também pode ser afetada pela capacidade
de resposta gustativa das forrageiras, de modo semelhante como ocorre na escolha das
fontes de néctar de concentracdes de agucar diferentes (Arenas e Kohlmaier 2019). Os
graos de podlen sdo importantes para o desenvolvimento das abelhas, possuindo em
média 21,3% de proteinas (Thakur e Nanda 2020), e cerca de 10,4% de aminoacidos
essenciais (Komosinska-Vassev et al. 2015). Estudos tém apontado que maiores
concentragdes proteicas podem influenciar na escolha e no comportamento das abelhas
no forrageamento (Cook et al. 2003; Konzmann e Lunau 2014; Somme et al. 2015).

Entre abelhas sem ferrdo, o género Melipona ¢ o mais diversificado entre género
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da subtribo Meliponina, e estd restrito a paises da regido Neotropical, com maior
ocorréncia na bacia amazonica (Camargo e Pedro 1992; Silveira et al. 2010). Em geral,
espécies de Melipona sdo reconhecidas como generalistas quanto ao uso de recursos
florais (Absy e Kerr 1977; Absy et al. 1984; Pimentel et al. 2021), porém a fidelidade
individual do pdlen utilizado por essas espécies ndo foi investigada, sobretudo quanto as
preferéncias em relagdo a fatores nutricionais do recurso. Assim, o objetivo desse
trabalho foi avaliar a existéncia de individuos com comportamento de fidelidade floral
na coleta de pdlen desde o inicio da vida forrageira, e em caso de troca de uma fonte por
outra, avaliar se as chances desse comportamento aumentam com o passar do tempo e
se a qualidade nutricional influencia na mudanca da fonte botanica. Para os testes
utilizamos a espécie Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854, uma abelha

endémica do Brasil e uma das mais produtivas na meliponicultura (Kerr 1987).

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Area de estudo

O estudo foi realizado em meliponario experimental montado no laboratério de
estudos sobre abelhas, na Universidade Federal do Maranhdao (2°33'07.9"S;
44°18'22.5"W), Sao Luis, Maranhao, Brasil.

A zona urbana da regido caracteriza-se por alta densidade populacional, mas
fica proxima a area de manguezal, mata ciliar do Rio Bacanga e vegetacdo secundaria
do campus universitario. Num raio de até 1 km do meliponario sdo encontradas cerca de
210 plantas (incluindo herbaceas, arbustos, arboéreas e lianas), com predominio das
espécies nativas Mimosa caesalpiniifolia, Mimosa pudica, Rhizophora mangle,

Laguncularia racemosa, ¢ plantas exoéticas utilizadas na ornamentagdo local, como
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Senna siamea, Adenanthera pavonina, Acacia mangium, Leucaena leucocephala, etc.
que sdo consideradas potenciais fontes de alimento para abelhas na regido (Almeida-
Silva et al. 2022).

O clima ¢ considerado tropical umido, com temperaturas médias em torno de

26°C e pluviosidade anual de cerca de 2000 mm’®

, com maior concentragdo das chuvas
entre janeiro e junho, seguido por meses mais secos de julho a dezembro (Gottsberger et

al. 1988).

2.2 Marcacao das operarias de Melipona fasciculata

Foram utilizadas seis colonias da abelha sem ferrdo M. fasciculata, adaptadas em
caixas racionais, mantidas dentro do prédio do Laboratorio de Estudos sobre Abelhas.
Entre a tampa e o ninho foi colocada uma placa de vidro transparente para facilitar a
visualizacdo interna da colonia, e na entrada de cada caixa racional foi posto um tubo
plastico transparente de aproximadamente 15 cm conectados ao ambiente externo
através de um orificio na parede, e para facilitar a identificacdo das atividades externas
das operarias. Estes preparativos foram feitos um meés antes do inicio do experimento,
para permitir a ambientacdo das operarias das colonias.

Considerando a sazonalidade pluvial na regido de estudo, e a longevidade de
uma operaria de M. fasciculata de aproximadamente 80 dias (Gomes et al., 2015), 100
operarias de cada uma das seis colonias foram marcadas em dois periodos distintos:
inicio de agosto de 2018 (periodo seco) e inicio de marco de 2019 (periodo chuvoso),
totalizando 1200 operarias marcadas. Os favos de cria mais velhos foram removidos
cuidadosamente para caixas vazias, junto com partes do involucro original da colonia.

Apds a emergéncia das operarias adultas, cada uma recebeu uma etiqueta com cor
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especifica ao ninho de origem (branco, azul, vermelho, amarelo, verde e rosa) e nimero
correspondente a ordem de nascimento (I a 100). A etiqueta foi colada na regido
central-dorsal do torax da abelha com cola especial atoxica e inodora, de modo a ndo
prejudicar o movimento das asas e consequentemente a habilidade de voar. Logo apds
cada marcagdo, as operarias foram devolvidas aos ninhos de origem, e entdo passaram a
ser monitoradas. Assim que se iniciaram suas atividades externas foram observadas suas

atividades de forrageamento, com foco especial na coleta de pdlen.

2.3 Forrageamento de pélen

O acompanhamento diario na entrada das colonias comegou com a atividade
das operarias marcadas fora do ninho, com a observacao num dia dedicado a verificar as
suas atividades externas, e no dia seguinte a coleta da carga de polen transportado nas
corbiculas das abelhas. Estes procedimentos foram feitos alternados e prosseguiram até
que nenhuma das operdrias marcadas fossem vistas forrageando por trés dias
consecutivos.

A observagao das atividades externas foi feita entre 6:00h e 18:00h durante
Smin/coldnia/hora, sendo registrado o recurso coletado pelas operarias marcadas (pdlen,
néctar/dgua, resina/barro). Com base na obtencdo do alimento, as abelhas
foram classificadas em forrageiras de polen, forrageiras de néctar e forrageiras mistas,
aquelas que coletam ambos os recursos (Biesmeijer e Toth, 1998).

Nos dias de amostragem do podlen, a entrada de cada coldnia foi fechada
durante 10 min/hora. As operarias marcadas que retornavam do campo com O recurso
foram capturadas com auxilio de sacos plasticos individuais para obtengdo da carga de

polen, e, posteriormente foram soltas. O material polinico foi colocado individualmente
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em tubos Eppendorff, com identificacdo do espécime, dia e hora. De cada amostra foi
utilizada uma pequena fragdo para analise do material polinico através do método de
acetolise de Erdtman (1960), a fim de identificar as plantas utilizadas pelas abelhas. O
material botanico de referéncia da regido foi coletado em paralelo (ver Silva-Almeida et
al. 2022).

As cargas de polen foram consideradas monoflorais quando pelo menos 90% dos
graos de polen foram originados de um tnico taxon (Barth et al. 2018). Quando tinha
mais de um tipo polinico foi classificada como carga mista. Com essa identificacdo do
polen coletado pelas abelhas marcadas foi possivel caracterizar as operdrias quanto ao
seu comportamento de forrageamento, em trés classes:

a) Fidelidade Floral — abelha que coletou pdlen de uma tnica espécie botanica
durante seu periodo de forrageamento;

b) Trocas Plenas — abelha que coletou em uma ou mais fontes, inclusive com
cargas mistas, e depois mudou para uma nova espécie botanica, onde coletou o polen
pelo menos duas vezes consecutivas, indicando assim, que a forrageira realmente
mudou de fonte polinica;

¢) Trocas Facultativas — abelha que ao mudar de fonte (Unica ou mista) por
apenas uma observagdo, retornou a fonte anterior, ou quando a abelha trocou por uma
fonte mista que inclui a fonte anterior. Assim essa abelha "experimentou" novas fontes

sem permanecer nelas ou abandonar a planta anterior.

2.4 Qualidade Nutricional do Pélen

Apoés a identificagdo das cargas polinicas das abelhas, amostras de mesma

espécie botanica foram colocadas em tubos Falcon para andlises da qualidade
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nutricional do pdlen = teor de proteinas total e perfil dos aminoacidos livres. Essas
analises foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia da Escola Superior de
Agricultura do Instituto Politécnico de Bragancga, Portugal.

O teor de proteinas total foi obtido a partir do azoto total (Nitrogénio), sendo
este determinado pelo método de Kjeldahl (Almeida-Muradian et al. 2005).
Inicialmente, 0,07 g de pdlen foram pesados com auxilio de uma balanca de precisao.
Ap6s, foram adicionadas duas pastilhas Kjeldahl (aproximadamente 10 g), e 12 mL de
H,SO,4. A proteina foi calculada num destilador Kjeldahl (Biichi AutoKjeldahl Unit
K370) multiplicando o valor de azoto total pelo fator 6,25 (P = N X 6,25). As amostras
foram analisadas em duplicata.

A preparacdo das amostras para andlise das concentragcdes de aminoécidos
livres comegou com a secagem em estufa dos griaos de polen por 30 min a 40° C para
remover o excesso de umidade. Logo apos, foi pesado 2 mg de cada amostra em balanca
de precisdo. Para extrair os aminodcidos livres, foram adicionados 200 pl de metanol
com gradiente de HPLC. Em seguida, as amostras foram agitadas em vortex por 1
minuto, depois descansaram por 10 min, e agitadas uma segunda vez no vortex por mais
1 min. Cada amostra foi centrifugada durante 30 min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi
filtrado através de um filtro de ponta de seringa de 0,2 um (Phenomenex, Torrance,
California) para remover as particulas, e colocado em um novo tubo de microcentrifuga
(Cook et al. 2003). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi usada para
analisar as solucdes de aminoacidos preparadas a partir das fragdes livre com base em

Stabler et al. (2018). Todas as amostras foram analisadas em duplicado.

2.5 Analise dos dados
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Como a analise da coleta do polen pelas operarias marcadas foi realizada em
dois periodos (seco e chuvoso), avaliamos inicialmente pelo teste exato de Fisher se o
percentual de abelhas que trocaram de fontes botanicas diferiu entre os periodos. Apds
isso, devido ao pequeno numero de observacdes na estacdo seca, juntamos os dados das
duas estacdes, mas separando as operdrias de acordo com seu comportamento na coleta
do pdlen.

Em relacdo ao comportamento de forrageamento de podlen pelas operarias,
verificamos o numero total de abelhas com fidelidade floral. J4 as abelhas que
apresentaram comportamentos de troca foram analisadas sob diversos pontos. (1) As
trocas plenas e facultativas entre fontes botanicas foram demonstradas através de redes
Bipartite. Para analisar as conexdes da rede e calcular a especificidade das trocas
utilizamos o ‘Indice de especificidade das espécies’ (Species Specificity), cujos valores
variam de "0" (baixa especificidade) a "1" (alta especificidade). Valores altos “ANTES”
da troca de plantas significam que as abelhas selecionaram poucas espécies para a troca.
Valores altos “DEPOIS” significam que as trocas foram provenientes de poucas plantas.
(2) Utilizamos uma analise de frequéncia de ocorréncia para verificar se a troca da fonte
ocorreu de forma aleatoria ou por preferéncia a determinada planta. Isto partiu da ideia
que se a troca ocorre de forma aleatoria, a distribuigdo da frequéncia de ocorréncia pos-
troca se apresenta de forma homogénea entre as plantas, com todas as plantas recebendo
a mesma porcentagem de abelhas. Utilizamos o teste Chi-Quadrado para verificar se a
frequéncia observada foi significativamente diferente dessa frequéncia esperada. (3)
Para verificar se a probabilidade da troca de fonte floral aumenta com o tempo,
utilizamos modelos lineares generalizados mistos (GLM). Para isso, criamos um

Modelo Linear Genaralizado (family =binomial(link ="probit"), com a varidvel
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mudanga (0;1) como variavel resposta, os dias ap6s a ultima mudanga como variavel
independente, e o periodo em que foi realizado o trabalho, como efeito fixo. Utilizamos
a fun¢do anova para calcular se os efeitos sdo significativos ou ndo. Para avaliar a
significancia do modelo comparamos com um modelo nulo. (4) Utilizamos o teste-t
pareado para verificar se as abelhas trocam as plantas devido melhorias nutricionais
(conteudo proteico e aminodcidos livres). (5) E, para complementar, fizemos analises de
regressao linear simples para verificar se o numero de abelhas que coletaram
determinado tipo polinico apresentou correlagdo com os conteudos nutricionais
avaliados (Proteinas totais, Aminodcidos Totais € Aminoacidos Essenciais Totais).

Todos os testes foram realizados utilizando o software R 4.1.2 (R Core Team,
2021). No texto, valores médios sdo apresentados como média aritmética + desvio
padrdo. Como limiar para considerar diferencas como estatisticamente significativas

utilizamos o nivel a de p <0,05.

3. RESULTADOS
3.1 Caracterizacio do forrageamento de pdlen

A observagdo das atividades de voo nos dois periodos do estudo indicou
diferengas nos recursos coletados e no nimero de forrageiras de Melipona fasciculata
em atividade. No periodo seco, 251 abelhas marcadas (41,83%) foram vistas fora dos
ninhos, enquanto no periodo chuvoso, 434 abelhas marcadas (72,33%) tiveram
atividades externas. Conforme o recurso floral forrageado, a maioria das abelhas
marcadas que foram vistas foi considerada especialista em um determinado tipo de

recurso, pois no periodo seco prevaleceram forrageiras de néctar (X= 203, X = 33,83 +

18,28), ja no periodo chuvoso predominaram forrageiras de polen (Z= 177, X = 29,5 +
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19,07). Ainda nesse periodo de chuvas ocorreram muitas forrageiras mistas (forrageiras
de néctar e polen) (2= 154, X = 25,66 + 9,87), sem especificidade no recurso (Figura 1).

Com destaque as forrageiras de forrageiras de polen, o nimero de operarias que
exploraram esse recurso no periodo chuvoso foi muito superior em relacdo a época seca,
243 a 17, respectivamente. Através do método de coleta das operarias na entrada do
ninho para obter as amostras de graos de polen foi possivel identificar a origem botanica
do recurso e apontar o comportamento de forrageamento de podlen pelas abelhas
marcadas. No periodo chuvoso, 140 operarias apresentaram fidelidade floral e 103
tiveram o comportamento de troca floral. No periodo seco, 12 mantiveram fidelidade
floral e 5 mudaram em algum momento de fonte botanica (Tabela 1).

As plantas identificadas nas cargas polinicas das abelhas marcadas foram
Mauritia flexuosa L. f., Laguncularia racemosa (L.) C.F. Gaertn., Acacia mangium
Willd., Adenanthera pavonina L., Chamaecrista diphylla (L.) Greene, Leucaena
leucocephala (Lam.) de Wit, Mimosa caesalpiniifolia Benth., Mimosa pudica L.,
Neptunia plena (L.) Benth., Senna siamea (Lam.) H.S. Irwin & Barneby, Rhizophora
mangle L.. Destas, N. plena ocorreu apenas no periodo chuvoso e L. racemosa e M.
flexuosa foram exclusivas do periodo seco. As operarias com fidelidade floral
exploraram no periodo chuvoso, principalmente, M. caesalpiniifolia, seguida de S.

siamea e L. leucocephala, e no periodo seco, S. siamea (Tabela 1).

3.2 Comportamento de troca floral
O comportamento de troca floral pelas operarias foi distinguido em duas classes
— troca plena e troca facultativa. No periodo chuvoso, 58 operarias (23,87% das abelhas

em atividade) apresentaram troca plena, ou seja, mudanga completa de uma planta para
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outra, e apenas 4 vezes (23,53%) no periodo seco. A troca facultativa foi registrada em
45 operarias no periodo chuvoso (18,51%) e em somente uma abelha marcada no
periodo seco (5,88%). Com o baixo numero de registros de troca na época de estiagem,
comparamos se houve diferenca nesse comportamento de troca entre os dois periodos, e
ndo houve diferenga significativa pelo Teste exato de Fisher (F = 0,8959885; p=1).

Os registros das operarias com troca plena apontam que as plantas mais
abandonadas pelas abelhas foram M. caesalpiniifolia (aproximadamente 63% dos casos)
e M. pudica (17,74%), e as espécies botanicas mais registradas depois da mudanga
definitiva foram S. siamea (40,32%) e L. leucocephala (24,19%) (Figura 2). A respeito
das abelhas que facultativamente mudavam de plantas, as operarias que exploraram M.
caesalpiniifolia e S. siamea, 50% e 26,08%, respectivamente, coletavam pélen em outra
planta, mas depois retornavam a essas mesmas plantas utilizadas inicialmente.

Os Indice de Especificidade de Espécies (Cov) calculados para as plantas
mostraram que nas trocas plenas, as abelhas que abandonavam a planta “ANTES” para
outras “DEPOIS” apresentaram especificidade entre 0,443 a 1. A planta M.
caesalpiniifolia apresentou os menores indices, foi a espécie mais trocada “ANTES”
(CoV =0,443) e a0 mesmo tempo foi motivo de troca de trés plantas “DEPOIS” (CoV =
0,5), porém ocorreu em baixa frequéncia. Por outro lado, S. siamea com valor igual a 1
na troca plena “ANTES” mostra que ela foi trocada por somente L. leucocephala, e seu
valor moderado “DEPOIS” (CoV = 0,633) indica que ela foi motivo de troca também a
partir de trés plantas, mas que essas trocas ocorreram em uma especificidade maior que
a vista para M. caesalpiniifolia. Outro caso especifico foi a relacdo de M. flexuosa e L.
racemosa, onde uma espécie foi trocada pela outra, logo as duas tiveram indices igual a
1 “ANTES” e “DEPOIS”, respectivamente. Em relagdo as trocas facultativas, A.

mangium quando foi motivo de troca procedeu de poucas plantas, logo com alta
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especificidade (“DEPOIS; CoV= 0,852). J4 M. caesalpiniifolia novamente apresentou
os menores indices, onde muitas operdrias mudaram para outras plantas, indicando
baixa especificidade “ANTES” (CoV = 0,285).

A andlise de frequéncia de ocorréncia foi realizada para indicar se a troca floral
pelas abelhas ocorreu por preferéncia ou de forma aleatoria. A distribuigdo das
frequéncias ndo foi homogénea, em torno de 12,5% para seis plantas, portanto as trocas
plenas ndo foram todas aleatorias. As maiores frequéncias nas trocas plenas foram para
S. siamea (41,27%) e L. leucocephala (23,80%), e S. siamea recebeu significativamente
mais visitas do que esperado (p < 0,0001), indicando que as abelhas possuem certa
preferéncia para trocar para essa fonte. Por outro lado, 4. mangium e L. racemosa
apresentaram significativamente menos visitas do que esperado (p = 0.003; p = 0.008,
respectivamente), sendo consideradas significativamente menos selecionadas, ou seja,
as abelhas ndo as escolhem especificamente nas trocas plenas. Nas trocas facultativas a
distribuicdo de 4 entre 5 plantas se aproximou mais do esperado para a homogeneidade
das frequéncias (= 20%), com excecdo de S. siamea que apresentou significativamente
menos visitas facultativas (Tabela 3).

O teste da probabilidade das abelhas trocarem uma fonte com o decorrer de
tempo devido ao esgotamento do recurso indicou que ndo existe aumento significativo
na chance de mudanga, tanto para trocas plenas (GLMM y. =1.5353; p= 0,21532),

quanto para facultativas (GLMM y2 =0.681; p= 0,409).

3.3. 1 Forrageiras com cargas mistas
Nas cargas de polen obtidas por 31 forrageiras foram registradas 45 cargas
mistas, demonstrando que individuos numa mesma viagem de forrageamento podem

coletar em mais de uma espécie botanica. As plantas mais frequentes nas cargas mistas
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foram M. caesalpininiifolia (71,11%), M. pudica (48,98%) e S. siamea (42,22%).

Em 27 casos de cargas mistas, as abelhas ainda foram vistas coletando
posteriormente pélen monofloral. Com isso foi possivel definir se essas cargas mistas
seriam consideradas como troca facultativa, onde as abelhas coletaram a mesma planta
antes e depois da observacdo da carga mista, ou se essa carga mista foi seguida por uma
troca plena. Desse modo, em 13 casos (48,15%) as cargas mistas foram seguidas por
trocas plenas, e em 14 casos (51,85%) ocorreram trocas facultativas. Em apenas um
caso das trocas facultativas, a carga mista ndo conteve a planta que foi coletada antes e
depois, pois a abelha coletou antes e depois em S. siamea e coletou uma carga mista de
L. leucocephala e M. caesalpiniifolia no meio do caminho.

Nas cargas mistas seguidas por trocas plenas, apenas duas (15,4%) contiveram
plantas que as abelhas coletavam anteriormente, e quase todas (12 das 13, 92,3%)
apresentavam as plantas nas quais as abelhas focaram posteriormente (troca plena).
Essas ocorréncias indicam que as cargas mistas mostram o momento de transi¢do entre
uma planta e outra nas trocas plenas, onde as abelhas experimentam novas fontes e,

posteriormente, ficam com a op¢ao que elas tém preferéncia.

3.4 Relacio do forrageamento de pdlen e contetido nutricional

As plantas utilizadas para coleta de polen por M. fasciculata possuem
composi¢do do teor de proteinas totais bastante variavel, tendo as maiores
concentragdes as espécies Mimosa caesalpiniifolia (40,88%), M. pudica (36,25%) e
Chamaecrista diphylla (33,75%), e a menor concentragdo em Adenanthera pavonina
(21,88%). Nem todas as plantas tiveram o teor de proteinas calculado pela insuficiéncia
de volume amostral.

No perfil dos aminoacidos foram identificados 17 aminodcidos livres em nove,
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das onze plantas visitadas pelas forrageiras marcadas. Apenas S. siamea e R. mangle
apresentaram 16 aminoacidos, sendo ausentes Lisina e Isoleucina, respectivamente
(Tabela 4). Dos 17 aminoacidos encontrados nas amostras, nove eram da classe de
aminodcidos essenciais, € oito aminodcidos ndo essenciais. Nas espécies M.
caesapiniifolia, M. pudica e C. diphylla ocorreram as maiores concentragdes de
aminoacidos totais (63,81 g/ 100g; 65,4 g/ 100g; 54,28 g/ 100g, respectivamente). Dos
aminoacidos essenciais, Valina (30,97 g/ 100g), Histidina (24,64 g/ 100g) e Fenilalanina
(22,53 g/ 100g) foram os mais representativos. Fenilalanina apresentou valores minimos
exigidos para abelhas em todas as plantas (Tabela 4). Isoleucina, Lisina e Metionina
tiveram valores abaixo do esperado em todas as plantas estudadas. Ja entre os
aminodcidos ndo essenciais, Tirosina (25,96 g/ 100g), Prolina (19,73 g/ 100g) e¢ Serina
(18,16 g/ 100g) foram os mais frequentes.

A andlise de regressdo entre o nimero de abelhas com concentragio de proteinas
indicou correlacdo significativa (r2 =0,408; p = 0,046), porém fraca. J4 a analise entre o
namero de abelhas com a concentra¢do dos aminoécidos totais (r* = 0,290; p=0,086) e
com a concentragio de aminoacidos essenciais totais (r* = 0,347; p = 0,056) nao
evidenciou correlagdo significativa. No entanto, a partir das trés andlises verificamos
linha de tendéncia positiva nas relagdes, muito em funcdo do ultimo ponto, que
representa M. caesalpiniifolia, a planta explorada pelo maior nimero de abelhas e com
os melhores valores nutricionais (Figura 3).

Quanto a troca das plantas em razao da qualidade nutricional, verificamos que
existe diferenca significativa entre a quantidade de aminoacidos totais da primeira fonte
em relagdo a segunda (t = 5.0438; df = 113; p < 0,0001), tendo resultado similar nos
aminoacidos essenciais totais (t = 5.1768; df = 113; p < 0,0001) e no teor de proteinas

totais (t = 5.3648; df = 113; p < 0,0001), e a maioria das trocas observadas foram para
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plantas com menor concentra¢do nutricional, com destaque para S. siamea. O mesmo
foi verificado avaliando apenas trocas plenas, que apresentaram diferengas significativas
entre a quantidade de aminodcidos totais (t = 6.4196; df = 61; p <0,0001), aminoacidos
essenciais (t=6.3173; df =61; p <0.0001) e proteinas (t = 6.3878; df = 61; p <0.0001),
com destaque novamente para S. siamea. No entanto, nas trocas facultativas nao
observamos diferenca importante entre nenhum dos nutrientes estudados (Aminoacidos
totais, t = 1.263; df = 51; p = 0.2123; Aminoacidos essenciais, t = 1.4838; df = 51; p =

0.144; Teor de Proteinas, t = 1.627; df =51; p =0.1099).

4. DISCUSSAO

O comportamento individual na coleta de pdlen pelas operarias de M. fasciculata
indicou que existe alta fidelidade na exploragdo da mesma espécie de planta durante o
periodo de vida da forrageira. M. caesalpiniifolia foi a planta preferencial na fidelidade
floral, e correspondeu a hipotese de que a escolha do recurso estd associada ao alto
contetdo nutricional do pdlen. Porém muitas observacdes foram registradas de trocas
entre plantas para obtencdo do pdlen, e ndo necessariamente a troca era motivada pelo
conteido nutricional, pois muitas plantas escolhidas para mudanga ndo tinham alto
valor de proteinas e aminoacidos, e que essa troca também nao ocorria devido ao fator
temporal, mas de certo modo, as trocas parecem ocorrer aleatoriamente ou devido a
morfologia floral que seleciona os visitantes, como o caso de S. siamea.

A espécie M. fasciculata apresenta atividade externa continua, e a medida que as
colonias vao renovando as operdrias, estes individuos passam a exercer diferentes
atividades de coleta conforme a época do ano. A diferenca observada nas atividades
entre o periodo seco e periodo chuvoso, certamente, sofre interferéncia das necessidades

das colonias (Maia-Silva et al. 2015; Ghosh et al. 2020), e também da disponibilidade
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de recursos no ambiente (Aleixo et al. 2017; Silva-Almeida et al. 2022), pois a depender
do tipo de recurso floral ofertado pelas plantas, isto influenciard na estocagem de
alimentos para enfrentar momentos de escassez (Maia-Silva et al. 2015).

Em nossas observacdes de voo, verificamos que houve uma clara divisdo
temporal no comportamento de forrageio de M. fasciculata. No periodo seco, um maior
nimero de operarias foram especialistas na coleta de néctar, enquanto no periodo
chuvoso mais operarias foram especialistas em poélen, isto ficou nitido também na
quantidade de poélen carregado nas corbiculas das abelhas comparando os dois periodos,
onde mais de 93% se deu apenas na estacdo chuvosa. De acordo com Aleixo et al.
(2017), apesar do néctar ser disponibilizado continuamente, este comeca a ser
armazenado no final da estagdo seca, quando a temperatura ambiente era mais alta. Ja o
pélen é o recurso floral mais ofertado durante o periodo chuvoso, o que certamente
aumenta o nimero de forrageiras especialistas nesse recurso durante o periodo (Aleixo
et al. 2017; Silva-Almeida et al. 2022).

O forrageamento de polen por M. fasciculata corroborou que no nivel colonial a
espécie ¢ generalista, ou seja, coleta recursos florais de diferentes plantas, assim como
acontece com outros representantes de Melipona (Absy et al. 1984; Carvalho et al.
2016; Gostinski et al. 2018; Pimentel et al. 2021), mas apesar disso, verificamos que
forrageiras de M. fasciculata no nivel individual possuem certa preferéncia em manter o
comportamento de fidelidade floral, em que a maioria das abelhas visitam a mesma
espécie botanica em dias consecutivos, mesmo com a ampla diversidade de plantas
florescendo ao mesmo tempo no local (Silva-Almeida et al. 2022). Tal comportamento
também foi visto por Gegear ¢ Thomson (2004) em mamangavas (Bombus sp.), por
Griiter e Ratnieks, (2011) em abelhas meliferas, e por Cecala ¢ Rankin (2020) em

Halictus ligatus, uma espécie de abelha solitaria.
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As andlises polinicas apontaram que a constancia floral individual da maioria
das forrageiras marcadas foi direcionada para coleta dos graos de pdlen de espécies da
familia Fabaceae, com destaque para Mimosa caesalpiniifolia, uma planta notoriamente
conhecida como fornecedora de pdlen e néctar para abelhas sociais no nordeste
brasileiro (Maia-Silva et al. 2018; Andrade et al. 2019; Barth et al. 2020), regido de
onde ¢ tipica (Irwin e Barneby 1982). Esse resultado coincide com a época de pico
florescimento de M. caesalpiniifolia no periodo chuvoso (Maia-Silva et al. 2018; Silva-
Almeida et al. 2022), e com a estratégia reprodutiva de floracdo em massa da espécie,
que atrai uma grande diversidade de visitantes florais, ¢ em troca eles favorecem o
sucesso na polinizagdo (Maia-Silva et al. 2014, 2015).

Plantas com floragdo maci¢a, como M. caesalpiniifolia, M. pudica ¢ L.
leucocephala, fornecem grandes quantidades de polen e, consequentemente, permitem
as abelhas sem ferrdo estocar o recurso em abundancia nos seus ninhos (Wilms et al.
1996; Maia-Silva et al. 2014, 2015), assim, essa caracteristica reprodutiva facilita a
fidelidade floral das operarias. Outro fator que influencia a constancia floral pelas
abelhas ¢ o arranjo espacial das plantas, pois a aglomeracao de individuos da mesma
espécie de planta proporciona um forte atrativo para as abelhas em selecionar individuos
proximos (Bruninga-Socolar et al. 2022). No caso de M. caesapiniifolia essa
distribuigdo aglomerada € notdria, tendo em vista que possui boa capacidade de
regeneragdo natural e se propaga facilmente por sementes, sendo que em condig¢des
edafoclimaticas favoraveis pode se comportar como planta invasora (Ribaski et al.
2003).

Apesar das forrageiras de M. fasciculata atuarem como “especialistas em série”
de curto prazo, visitando apenas uma espécie de planta durante sua trajetoria de

forrageamento, como visto frequentemente em relacdo a M. caesalpiniifolia, Senna
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siamea e Leucaena leucocephala, algumas operarias podem mudar para outras espécies
botanicas mais tarde em sua vida (Brosi 2016; Cecala e Rankin 2020). Também
verificamos eventos de trocas de fonte floral por um numero frequente de forrageiras, e
que tal comportamento ndo divergiu entre os periodos de estudo. Uma hipoétese para
esses eventos de trocas pode ser devido a diminuicdo da fonte floral utilizada
primariamente, forcando os polinizadores individuais a mudarem de fonte, mas sem sair
do fragmento em que ja estavam forrageando, mantendo assim, a fidelidade local
(Ogilvie e Thomson 2016).

A diversidade floristica compde um mosaico visual que influencia no
comportamento de fidelidade e troca floral das operarias. Muitas espécies de plantas
florescendo a0 mesmo tempo, podem atrair polinizadores e também competir por seus
servicos (Elzinga et al. 2007), principalmente aquelas plantas que apresentam
caracteristicas morfologicas semelhantes, e dependem dos mesmos visitantes florais.
Em contrapartida, essa co-floracdo também pode ser vista como um evento vantajoso
para os polinizadores, sobretudo aqueles que precisam visitar milhares de flores para
acumularem poélen o suficiente para suas larvas, como acontece com as abelhas sociais
(Muller et al. 2006).

Em comunidades de plantas-polinizadores, a disponibilidade de recursos florais
pode mudar tao rapidamente, que os polinizadores individualmente podem se beneficiar
da troca quando outras fontes estdo disponiveis (Ogilvie e Forrest 2017). De acordo
com Szigeti et al. (2019), a variacdo temporal de especializagdo individual de curto
prazo, junto com a disponibilidade de recursos, pode levar individuos de uma mesma
populacdo a uma aparente especializagao individual.

Senna siamea foi a segunda mais explorada fonte polinica na estagdo chuvosa e

até a mais visitada na estagdo seca. Além disso, interferiu na constancia floral ao
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motivar muitas trocas plenas, comportamento que se deu nos casos em que as abelhas
abandonaram a planta que primeiro estavam explorando o pélen, para essa outra espécie
botanica. A leguminosa S. siamea apresenta morfologia floral com anteras do tipo
poricidas (Irwin e Barneby 1982). Apesar de arbustos com flores poricidas nao
produzirem muitas flores, cada flor libera muito polen quando vibradas pelos visitantes,
comportamento chamado de buzz pollination (Buchmann 1983), e por isso, essas
plantas s3o altamente atrativas para espécies de abelhas do género Melipona e outras
abelhas capazes de polinizagdo por zumbido (Nunes-Silva et al. 2010; Maia-Silva et al.
2020).

Sobretudo nos casos de trocas plenas, verificamos que forrageiras de M.
fasciculata possuiram maior preferéncia por coleta de graos de pdlen de S. siamea,
como pode ser visto pelo baixo indice de especificidade “DEPOIS” (0,633). Uma
possivel explica¢do seria o fato das trés espécies abandonadas pertenceram a antiga
subfamilia Mimosoideae de Fabaceae (L. leucocephala, M. pudica e M.
caesalpiniifolia), em que todas elas apresentam morfologia floral semelhante (estames
numerosos e anteras longitudinais), e estdo descritas na literatura como atrativas para
visitantes florais altamente generalistas (e.g. 4. mellifera e Trigona spp.) (Marques et al.
2011; Melo-Silva et al. 2014; Dohler e Pina 2017), ¢ assim as forrageiras de M.
fasciculata optaram pela mudancga para S. siamea, que possui morfologia floral mais
restritiva para extracdo do pdlen pelos visitantes.

A anélise de frequéncia de ocorréncia corroborou que as trocas em busca do
polen de S. siamea ndo ocorreram ao acaso, € sim por alguma preferéncia, pois como
observado, poucas abelhas que experimentaram S. siamea, voltaram para a planta
anterior (significativamente menos trocas facultativas do que esperado pelo acaso). Em

contrapartida, plantas que apareceram “DEPOIS” nas trocas plenas, como A. mangium e
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L. racemosa, foram significativamente menos selecionadas, pois apresentaram menos
visitas do que esperado. Isso pode ocorrer devido a erros sensoriais durante a busca, ou
clas estarem apenas experimentando aleatoriamente plantas adicionais durante o
forrageamento, questdes ainda pouco debatidas na literatura. Mas ¢ fato nos nossos
resultados, a indicacdo de que ndo existe chance, tanto nas trocas plenas quanto
facultativas, das abelhas terem mudado de uma planta para outra devido ao esgotamento
da fonte floral com o passar do tempo.

Além das ocorréncias de trocas para outras fontes vegetais, mas mantendo a
especificidade num unico tipo polinico por vez, verificamos cerca de 12% das
forrageiras com cargas mistas, onde numa mesma viagem ao campo explorou mais de
uma planta. Para Ramalho et al. (1994), a constancia floral uniespecifica ou multipla
pode variar dependendo da diversidade e padrio de dispersdo das fontes florais
disponiveis. A coleta de cargas mistas ndo ¢ incomum e ja foi verificado em forrageiras
de Melipona seminigra que tiveram um alto nivel de cargas mistas de pdlen na Regido
Amazodnica (Absy et al. 1977). Assim como verificado por Vossler (2019) com Plebeia
catamarcensis, € por Ramalho et al. (1994) com Scaptotrigona bipunctata, a coleta de
diferentes fontes florais durante a mesma viagem (cargas mistas) ndo se devem a
condigdes climaticas desfavoraveis, nem ao forrageamento em plantas com morfologia
de flores e/ou inflorescéncias semelhantes como forma, agrupamento, cor e outros
caracteres florais, pois em alguns casos os tipos forrageados foram muito diferentes.

A variagao temporal no uso de recursos, mesmo quando as fontes anteriores
ainda estavam presentes, pode ser importante para o equilibrio nutricional ou para
encontrar espécies novas mais gratificantes (Di Pasquale et al. 2013; Szigeti et al. 2018).
Porém, verificamos que a maioria das abelhas que trocaram suas fontes florais ndo

optaram por outras plantas com valores nutricionais mais altos, como verificado nas
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trocas a partir de Mimosa spp. A mudanga de M. caesalpiniifolia por outra fonte, pode
ter sido motivada pela competicdo, ja que a planta atrai muitos visitantes. E a mudanga
para Senna siamea, onde a maioria das abelhas que trocaram de fonte floral pelo menos
uma vez durante sua vida como forrageira preferiram essa planta em detrimento de
outras, pode ser explicado pelas adaptagdes morfologicas florais, anteriormente
relatadas, que restringem a competi¢do pelo recurso. Mas vale considerar, que S. siamea
apesar de ter valores inferiores de proteinas e aminoacidos que M. caesalpiniifolia, pode
ser procurada por fornecer nutrientes proprios, que no conjunto com outras fontes
balanceia a dieta das abelhas, pois a preferéncia muitas vezes depende da interagdo dos
macronutrientes, em termos de propor¢ao, ao invés de um Unico nutriente (Vaudo et al.
2016 ; Donkersley et al. 2017).

As proteinas e os aminoacidos do pdlen desempenham papéis cruciais para a
regulagdo imunologica, reproducdo e desenvolvimento das abelhas (Alaux et al. 2010;
Vanderplanck et al. 2014; Moerman et al. 2016). Segundo Ghosh et al. (2020) o
principal critério para a preferéncia de forrageamento de polen pelas abelhas ¢ o
contetdo proteico e a disponibilidade de recursos. De fato, as plantas coletadas por M.
fasciculata tém teores de proteinas satisfatdrios, e estdo de acordo com o verificado no
pélen apicola da abelha 4. mellifera (Estevinho et al., 2012; Yang et al. 2013), inclusive
na variacdo verificada entre as distintas fontes botanicas (Weiner et al. 2010).

Todos os tipos de graos de podlen tiveram aminoacidos essenciais para as
abelhas (Groot 1953), no entanto, a propor¢cao de cada um foi variavel de acordo a
espécie botanica. A prevaléncia de Valina nas amostras se assemelhou ao pdlen de colza
e alfafa (Cook et al. 2003; Taha et al. 2019), mas atingiu o minimo recomendado apenas
nas duas espécies do género Mimosa e A. pavonina. Outro aminoacido essencial, a

Metionina, ocorreu abaixo do minimo necessario em todas as amostras. A limitagao
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quantitativa da Metionina, e mesmo do Triptofano, o qual ndo pode ter a concentracdo
estimada, pode ser crucial para o desenvolvimento de abelhas e outros animais (Weiner
et al. 2010).

Aminoécidos ndo essenciais como Tirosina, Prolina e Serina prevaleceram nas
amostras, semelhante aos registros em outros estudos (Weiner et al. 2010; Ghosh et al.
2020). Especialmente, a Prolina, é utilizada como combustivel para o voo em insetos,
incluindo as abelhas, além de auxiliar na resisténcia ao frio (Micheu et al. 2000; Carter
et al. 2006; Mollaei et al. 2013), e pode funcionar como um marcador de origem
botanica de produtos apicolas, por estar bem presente no pédlen e néctar (Carter et al.
2006).

De modo geral, nossos resultados demonstraram que o periodo chuvoso foi
fundamental para que as colonias de M. fasciculata pudessem coletar o pdlen em
abundancia, e consequentemente, armazena-lo. E de certo modo, as operarias
individualmente mantiveram constancia floral, utilizando um tnico tipo polinico
durante a vida, mas verificamos que o comportamento de trocas florais ndo ¢ incomum,
acontecendo em moderada frequéncia, inclusive com registros de coletas multiplas
numa mesma viagem de forrageio.

Em relacdo as concentracdes de aminodcidos e proteinas, verificamos que
plantas do género Mimosa seriam as mais indicadas em uma dieta mais rica e completa
para as abelhas sem ferrdao, pois apresentam valores de aminoacidos acima do minimo
necessario descrito para as abelhas (Groot 1953). Estudos nutricionais utilizando pdlen
coletado pelas abelhas sao importantes para determinar a disponibilidade e diversidade
de recursos em areas onde as abelhas polinizam, bem como para avaliar as
consequéncias para a saude das abelhas. Entender a necessidade, e a importancia de

determinas plantas na dieta das abelhas sem ferrdo podem nos auxiliar programas de
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protecdo desses polinizadores, na manipulacdo de habitats usando plantas com flores
nutricionalmente adequadas para as abelhas. No entanto, devemos considerar que a
coleta de diferentes tipos polinicos garante uma dieta mais completa, pois um
determinado tipo de podlen pode suprir a deficiéncia nutricional do outro, e assim o

comportamento de troca pode ser benéfica para a saude colonia.
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852 Tabela 1. Numero de forrageiras de polen de Melipona fasciculata que apresentaram fidelidade floral e

853 comportamento de troca (trocas plenas ¢ facultativas) relacionados a fontes botanicas visitadas

854  inicialmente nos dois periodos de estudo.

Fidelidade Floral Troca Plena Troca Facultativa  Total Geral
PERIODO CHUVOSO 140 (57,61%) 58 (23,87%) 45 (18,52%) 243
Acacia mangium 1 1
Adenananthera pavonina 1 1
Chamaecrista diphylla 1 1
Leucaena leucocephala 12 5 7 24
Mimosa caesalpiniifolia 94 39 23 156
Mimosa pudica 3 11 4 18
Neptunia pena 1 1
Rhizophora mangle 3 2 5
Senna siamea 24 1 11 36
PERIODO SECO 12 (70,59%) 4 (23,53%) 1(5,88%) 17
Adenananthera pavonina 2 2
Laguncularia racemosa 2 2
Leucaena leucocephala 1 1
Mauritia flexuosa 2 2
Mimosa caesalpiniifolia 1 1
Mimosa pudica 1 3
Senna siamea 4 1 1 6
Total Geral 152 62 46 260

855

156



856  Tabela 2. indices de especificidade de cada espécie de planta “ANTES” ¢ “DEPOIS”
857  nas trocas plenas e trocas facultativas verificadas em operarias de Melipona fasciculata.

858  Valores com variagdo entre "0" (baixa especificidade) e "1" (alta especificidade).

Trocas Plenas Trocas facultativas
Familias Plantas
Antes Depois Antes Depois
Arecaceae Mauritia flexuosa 1 - - -
Combretaceae Laguncularia racemosa - 1 - -
Fabaceae Acacia mangium - 1 - 0,852
Leucaena leucocephala 0,683 0,853 0,683 0,725
Mimosa caesalpiniifolia 0,443 0,5 0,285 0,44
Mimosa pudica 0,638 0,885 0,547 0,523
Senna siamea 1 0,633 0,539 0,793
Rhizophoraceae  Rhizophora mangle 0,632 - - -

859
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860 Tabela 3. Distribuicdo de frequéncia de ocorréncia nas trocas plenas e trocas

861  facultativas das plantas visitadas para coleta de polen por Melipona fasciculata.

FREQUENCIA CASOS Valor de p
PLENA
Acacia mangium 1.587 1 0.003**
Laguncularia racemosa 3.174 2 0.008**
Leucaena leucocephala 23.809 15 0.164
Mimosa caesalpiniifolia 11.111 7 0.280
Mimosa pudica 19.047 12 0.643
Senna siamea 41.269 26 0.0000017***
FACULTATIVA
Acacia mangium 17.307 9 0.664
Leucaena leucocephala 23.076 12 0.619
Mimosa caesalpiniifolia 25.000 13 0.420
Mimosa pudica 26.923 14 0.264
Senna siamea 7.692 4 0.047*
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862  Tabela 4. Perfil dos aminoacidos (g/100g) e Porcentagem (%) de proteinas encontradas nos graos de polen coletados por Melipona fasciculata

863  em plantas de area urbana de Sdo Luis, Maranhao.

Requerimentos
M. pudica  N. plena  S. siamea L. racemosa M. flexuosa  R. mangle  minimos para
as abelhas *

C. L. M.

Aminodcidos  A. mangium  A. pavonina Diphylla leucocephala  caesalpiniifolia

Aminodcidos essenciais

Arginina 0.31£0.035  0.315+0.035 6.99+0.304 0.67+0.155 5.8+0.311 4.9+0.212  0.48+0.049 0.16+0.014 1.84+0.247  0.37+0.049 0.24+0.0141 3
Histidina 0.93£0.063  3.74+0.410  2.78+0.318 2.14+0.092 521+0.176  4.63+0.544 0.52+0.056 4.03+0.070 2.67+0.473  2.59+£0.707 0.63+0.106 1,5
Isoleucina 0.63+0.106  0.14+0.014  3.84+0.240 0.26+0.049 2.96=0.127  3.20+0.162 0.13=0.004 0.24+0.021 0.83+0.099  0.57+0.021 ND 4
Leucina 0.92+0.077  0.28+0.077  3.6+0.212 0.27+0.056 4.17+0.084  5.02£0.042 0.24+0.014 0.48+0.042 1.45+£0.162  0.58+0.042  0.02+0.003 4,5
Lisina 0.24+0.015  0.51£0.045  2.62+0.237 0.87+0.002 2.56=0.159  2.92+0.202 0.24=0.007 ND 0.2740.046  0.53+0.040  0.43+0.036 3
Metionina 0.35+0.021  0.23+0.007  0.59+0.042 0.5+0.071 0.59+0.777  0.79+0.042 0.07+0.082 0.37+0.049  0.6+0.042  0.25+0.282  0.05+0.009 1.5
Fenilalanina 2.09+0.063  2.48+0.268  3.38+0.219 1.80+0.346 3.99+0.346  3.29+0.084 1.88+0.176 1.92+0.077 2.49+0.084 1.16£0.254 1.67+0.155 1,5
Treonina 1.39+0.077  0.49+0.056  2.88+0.191 0.08+0.010 3.10+0.021  2.89+0.191 0.41=0.049 0.60+0.021  0.9£0.042  0.28+£0.077  0.09+0.005 1,5
Valina 0.98+0.127  5.92+0.198 1.5+0.070 1.47+0.318 9.05+0.636  8.46+0.834 0.44+0.169 2.38+0.692 1.66+0.162  0.30+£0.049 0.76+0.134 4

Aminodcidos nao essenciais
Alanina 0.68+0.042  0.21+£0.028  2.91+0.219 0.13+0.008 1.93+£0.219 2.74+0.7  0.37£0.049 0.39+0.056 1.37+0.077 1.45+£0.155 0.31+0.056 -
Acido aspartico  0.99+0.160  1.49+0.207  3.17+0.238 1.30+0.053 3.34+0.157 4.8740.16  1.3+0.059 0.08+0.005 1.15+0.066  1.25+0.219  1.09+0.029 -
Acido
glutdmico
Glicina 1.11£0.028  1.48+0.042  1.91+0.226 1.36+0.028 1.81£0.084  2.03+0.056 1.24+0.014 1.54+0.155 1.50+0.077 1.11x0.049  1.3+0.056 -

Hydroxiprolina  0.22+0.012  0.224+0.025  0.62+0.037 0.29+0.027 0.48+0.042  0.57+0.007 0.40+0.014 0.28+0.282 0.25+0.002  0.22+0.039 0.35+0.0141 -

0.48+0.037  0.72+0.046  2.45+0.162 1.77£0.131 22+0.212 2.89£0.205 0.99+0.135 0.31£0.048 1.44+0.137  1.66+0.294 1.27=0.036 -

Prolina 1.50£0.077  1.26+0.063  3.50+0.360 1.33+0.141 328+0.367 4.01+0.325 1.16+0.074 2+0.212  1.28+0.049 1.15+0.069 1.68+0.092 -
Serina 0.85+0.116  0.35+0.010  3.8+0.494 0.54+0.030 4.1+0.494 52940325 0.96+0.084 0.23+0.014 0.31+0.044  0.37+0.039  2.03+0.028 -
Tirosina 0.12+0.007  0.35+0.014  7.71+£0.226  0.25+0.028 9.21+0.650  6.87+0.311 0.36+0.063 0.08+0.005 1.45+£0.141  0.30+0.029 1£0.028 -
Pr 29.13+0.97  21.88+0.44  33.75+0.71 25 +0.00 40,88 £0.26  36.25+0.88 *k 24.64+0.27 24.75£0.18  17.63+£0.09 23.5+0.53

864 * Niveis minimos de aminoécidos essenciais exigidos para as abelhas (Groot, 1953); ** Nao mensurado devido a falta de material suficiente para anélise.
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4. CONCLUSOES GERAIS

A area estudada apresentou uma elevada propor¢ao de plantas com flores
polinizadas por abelhas, reforgando as preocupagdes sobre as potenciais consequéncias
do declinio dos polinizadores (especialmente abelhas), para a flora nativa,
especialmente em areas perturbadas, onde ha uma diminuicao das areas de nidificagao.

A distribuicdo temporal dos recursos, em especial polen e/ou néctar entre
estratos ao longo do ano ¢ importante para a manutencdo das populagdes de abelhas,
dado que o polen e o néctar sdo alimentos essenciais para a sua sobrevivéncia. Em nossa
area de estudo, plantas fornecedoras de néctar estiveram mais concentradas no periodo
seco e as fornecedoras de polen mias no periodo chuvoso.

Apesar dos picos de floragdo em diferentes periodos do ano para as diferentes
espécies de plantas, os recursos ofertados por elas sdo oferecidos ao longo do ano,
mesmo no caso de um ambiente urbano, no qual uma parte substancial das plantas
originais foi removida para o crescimento urbano.

A coleta diversificada de polen por Melipona fasciculata é primordial porque
cada planta oferece uma composicdo quimica particular, que assegura uma dieta
equilibrada, em que um tipo de pdlen pode fornecer deficiéncias encontradas em outra.

L. leucocephala, M. caesalpiniifolia, M. pudica e S. siamea foram as espécies
botanicas que mais se destacaram quanto ao potencial antioxidante e concentragdes de
acidos graxos essenciais para a saide humana (4cido linoleico e a-acido linolénico). E,
devido a especializagdo de M. fasciculata na exploragdo de bons recursos, esta abelha
parece ser um potencial fornecedor de poélen de alta qualidade para os consumidores.

Corroborando com os resultados obtidos no Artigo 1, verificamos que o periodo
chuvoso foi fundamental para que as colonias de M. fasciculata pudessem coletar o
pélen em abundancia, e consequentemente, armazend-lo. No geral, a maioria das
forrageiras individualmente mantiveram fidelidade floral, utilizando um tnico tipo
polinico durante a vida. No entanto, também verificamos a existéncia de trocas florais
ocorrendo em moderada frequéncia, inclusive com registros de coletas multiplas numa
mesma viagem de forrageio. Essas trocas foram classificadas como plenas e
Facultativas. Nas trocas plenas observamos que S. siamea foi motivo de muitas trocas,
inclusive de plantas que apresentam polen com alto teor nutricional.

Em relagdo as concentragdes de aminoacidos e proteinas, verificamos que

plantas do género Mimosa seriam as mais indicadas em uma dieta mais rica e completa
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para as abelhas sem ferrdo, pois apresentaram valores de aminoacidos acima do minimo
necessario para as abelhas. No entanto, verificamos através das abelhas que trocam de
fonte floral que ndo apenas a composigdo nutricional, mais outros aspectos precisam ser
considerados em relacdo a coleta de recursos, como por exemplo a morfologia

especifica de algumas flores para uma melhor exploragdo dos recurso.
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