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RESUMO

A espécie Humiria balsamifera tem sido considerada importante fonte de néctar para
producgdo de mel no litoral oriental do Maranh@o, mas pouco se sabe a respeito dessa planta,
e neste trabalho buscamos estudar aspectos da ecologia da polinizagao da espécie no Parque
Nacional dos Leng6is Maranhenses (PNLM), e compreender qual a sua contribuigdo para
composi¢do do espectro polinico e propriedades do mel de abelhas sem ferrdo. Em 2017
foram observadas as fenofases reprodutivas de H. balsamifera, e estas ocorreram em todos
os meses do ano. A floragao ndo teve associagdo com os fatores abioticos, mas a producao
de frutos imaturos aumentou no periodo seco. O principal recurso oferecido aos visitantes
florais foi o néctar, procurado por 49 morfo-espécies distribuidos em Hymenoptera, Diptera,
Lepidoptera, Coleoptera e Passeriformes. As abelhas tiveram a maior riqueza (17 espécies)
e abundancia (89% do total). As mais representativas foram as abelhas sociais, e também
Xylocopa cearensis e Megalopta amoena, duas espécies solitarias. A atividade das abelhas
ocorreu durante todo o ano, e no geral, houve uma correlagao positiva entre o aumento das
visitas e a intensidade de floragdo. A analise de pélen do corpo das abelhas revelou 22 tipos
polinicos. As espécies sociais foram as que tiveram maior frequéncia de polen
homoespecifico da planta. A anélise da rede de interagdo mostrou uma estrutura aninhada,
indicando a contribuicdo de H. balsamifera para estabilidade da biodiversidade de abelhas
na area. Uma analise mensal do mel de Melipona subnitida e Melipona fasciculata no PNLM
mostrou a ocorréncia de 56 tipos polinicos em seus méis, tendo M. subnitida maior riqueza,
diversidade e uniformidade dos tipos polinicos. Ao realizar uma exclusao dos tipos polinicos
pertencentes a espécies que ndo oferecem néctar floral, verificamos que H. balsamifera foi
a principal fonte nectarifera no periodo, principalmente para M. fasciculata. Outras espécies
também se destacaram como Chrysobalanus icaco, Protium heptaphyllum ¢ Coccoloba. Em
2019 foram obtidas 17 amostras de mel de diferentes abelhas (M. fasciculata, M.
flavolineata, M. subnitida, Apis mellifera) provenientes das cidades de Morros, Beldgua e
Barreirinhas. Em todas as amostras o pdlen de H. balsamifera esteve presente, mas apenas
em trés delas ocorreu com frequéncia superior a 45%. Em outras seis amostras algum outro
p6len apareceu como dominante. As andlises fisico-quimicas, microbiologicas e de atividade
antioxidante demonstraram boa qualidade dos méis, embora a umidade tenha sido alta para
amostras das abelhas sem ferrdo, algo normal para essas espécies. As analises de cor, pH,
acidez livre, condutividade elétrica, cinzas, fenois totais, flavonoides totais, atividade
antioxidante (DPPH e FRAP) foram suficientes para mostrar pela PCA 75,21% da variancia
das amostras. Particularmente, os méis das abelhas sem ferrao de Belagua e Morros diferiram
das amostras de Barreirinhas e de Apis mellifera, e pareceram evidenciar que nesses méis H.
balsamifera predomina sobre outras fontes botanicas. A condutividade elétrica, importante
analise para caracterizar a origem botanica e geografica de mel, indicou que 88,2% dos méis
das 3 cidades possuem valores superior a 0,8mS/cm. Nao obtivemos resultados conclusivos
a respeito da contribui¢do de H. balsamifera para as propriedades do mel, mas pudemos
confirmar que o polen da espécie ocorre em todas as amostras e ¢ uma fonte importante de
néctar. A associacdo de H. balsamifera com a meliponicultura deve ser valorizada, pois a
planta floresce continuamente e as abelhas sdo vistas o ano todo em suas flores, e a0 mesmo
tempo que a espécie mantém uma rica fauna de visitantes florais, ela se beneficia destes, ja
que depende dos animais para realizar sua polinizagao cruzada.

Palavras-chave: Andlises fisico-quimicas; Apis mellifera; Fenologia reprodutiva;
Meliponini; Melissopalinologia; Néctar.
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ABSTRACT

Humiria balsamifera has been considered an important source of nectar for honey
production on the eastern coast of Maranhao, but little is known about this plant, and in this
work, we seek to study aspects of the pollination ecology of the species in the Lengois
Maranhenses National Park (PNLM), and to understand its contribution to the composition
of the pollen spectrum and properties of stingless bee honey. In 2017, the reproductive
phenophases of H. balsamifera were observed, and these occurred in all months of the year.
Flowering was not associated with abiotic factors, but the production of immature fruits
increased in the dry season. The main resource offered to floral visitors was nectar, sought
by 49 morpho-species distributed in Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera, Coleoptera and
Passeriformes. Bees had the highest wealth (17 species) and abundance (89% of the total).
The most representative were the social bees, and also Xylocopa cearensis and Megalopta
amoena, two solitary species. The activity of the bees occurred throughout the year, and in
general, there was a positive correlation between the increase in visits and the intensity of
flowering. The pollen analysis of the bees' body revealed 22 pollen types. Social species had
the highest frequency of homospecific pollen from the plant. The analysis of the interaction
network showed a nested structure, indicating the contribution of H. balsamifera to the
stability of bee biodiversity in the area. A monthly analysis of honey from Melipona
subnitida and Melipona fasciculata in PNLM showed the occurrence of 56 pollen types in
their honeys, with M. subnitida greater richness, diversity and uniformity of pollen types.
When making an exclusion of pollen types belonging to species that do not offer floral
nectar, we found that H. balsamifera was the main nectariferous source in the period, mainly
for M. fasciculata. Other species also stood out like Chrysobalanus icaco, Protium
heptaphyllum and Coccoloba. In 2019, 17 honey samples were obtained of different bees
(M. fasciculata, M. flavolineata, M. subnitida, Apis mellifera) from the cities of Morros,
Belagua and Barreirinhas. In all samples, pollen from H. balsamifera was present, but only
in three of them did it occur with a frequency above 45%. In six other samples, some other
pollen appeared as dominant. The physical-chemical, microbiological and antioxidant
activity analyzes showed good quality of the honeys, although the humidity was high for
samples of stingless bees, something normal for these species. The analyzes of color, pH,
free acidity, electrical conductivity, ash, total phenols, total flavonoids, antioxidant activity
(DPPH and FRAP) were sufficient to show by PCA 75.21% of the sample variance.
Particularly, the stingless honeys from Beldgua and Morros differed from the samples from
Barreirinhas and Apis mellifera, and seemed to show that in these honeys H. balsamifera
predominates over other botanical sources. The electrical conductivity, an important analysis
to characterize the botanical and geographical origin of honey, indicated that 88.2% of the
honeys in the 3 cities have values above 0.8mS/cm. We didn’t obtain conclusive results
regarding the contribution of H. balsamifera to the properties of honey, but we were able to
confirm that the pollen of the species occurs in all samples and is an important source of
nectar. The association of H. balsamifera with meliponiculture must be valued because the
plant blooms continuously and bees are seen all year round in its flowers, and while the
species maintains a rich fauna of floral visitors, it benefits from them, already which depends
on the animals to carry out their cross-pollination.

Keywords: Physicochemical analysis; Apis mellifera; Reproductive phenology; Meliponini;
Melissopalinology; Nectar.
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1. INTRODUCAO GERAL

A polinizagdo ¢ um servigo ecossistémico considerado regulatorio, pois
proporciona a manutenc¢io da biodiversidade dos envolvidos nessa interagdo mutualistica
¢ sustenta a base da cadeia alimentar pela producdo de alimentos (IMPERATRIZ-
FONSECA & NUNES-SILVA, 2010; OLLERTON et al., 2011). Aproximadamente 90%
das angiospermas sdo polinizadas por animais (OLLERTON et al., 2011), sendo que
muitas das interagdes podem envolver especializagdo das flores com um restrito grupo de
polinizador, ou uma generalizacdo, onde varios tdxons de animais atuam no processo de
reproducao da planta (WASER et al., 2006).

A espécie Humiria balsamifera A. St.-Hil (Humiriaceae) ¢ uma dessas plantas que
recebe a visita de uma rica fauna de visitantes florais, atraidos pela sua continua floracao
durante o ano e pela oferta de néctar de fécil acesso nas abundantes inflorescéncias
(GIORDANO, 1996). Estudos sobre polinizagdo da planta realizados em dunas da Bahia
(COSTA & RAMALHO, 2001), e em vegetacao de campina na Amazdnia (HOLANDA
et al., 2015) atestam a diversidade de visitantes florais, mas ainda pouco se sabe sobre os
aspectos dessas interagcdes. Como essa espécie vegetal apresenta certa complexidade
taxonomica com 14 variedades descritas (TROPICOS, 2020) e encontra-se amplamente
distribuida desde a Colombia até o Sudeste do Brasil (GIORDANO, 1996), mais estudos
sobre aspectos da fenologia e reproducdo da planta podem ser realizados em diferentes
ecossistemas ou regides, para entender processos biologicos que podem mudar
geograficamente (BAKER & HURD, 1968).

As caracteristicas florais de H. balsamifera se enquadram no tipo preferencial por
abelhas para forrageamento de néctar (VIANA et al., 2006), e de fato, a maior taxa de
visitas de suas flores ocorre por esses insetos (COSTA & RAMALHO, 2001; HOLANDA
et al., 2015). Sabidamente, as abelhas constituem os polinizadores primarios da maioria
das plantas (AFFEK, 2017), formando um grupo bastante diversificado, com habito de
vida desde o solitario até¢ o completamente social (MICHENER, 2007).

Em todo o mundo muitas espécies de abelhas sociais s3o manejadas para obtengao
de produtos apicolas, sendo mel o principal deles. Destaca-se para criagdo Apis mellifera,
mas em muitos paises tropicais ganham importancia regional as abelhas nativas sem
ferrdo. Em se tratando do mel das abelhas nativas, sabe-se que elas utilizam uma grande
diversidade de plantas para produzir esse alimento (REZENDE et al., 2019), mas embora

sejam consideradas generalistas quanto a procura de polen e néctar, ¢ muito comum



determinadas plantas serem mais exploradas, por possuirem um maior niimero de
individuos floridos ou melhores recursos troficos (AGUILAR et al., 2005).

Particularmente os criadores tém especial interesse em identificar as plantas
preferidas pelas abelhas, pois elas necessitam obter continuamente recursos florais para
manter a populagdo e produtividade da colonia (DEMARTELAERE et al., 2010). Nesse
contexto, Humiria balsamifera tem sido considerada para o estado do Maranhdo como
importante fonte apicola (TENORIO, 2016; REGO et al. 2017), especialmente nas
regides onde ocorre em abundancia, caso das restingas do litoral oriental do estado
(AMARAL et al., 2019; CARVALHO et al., 2019).

No Maranhao, a pratica da meliponicultura ¢ bem difundida popularmente (KERR
et al., 2001), com produgdo de mel de boa qualidade (FERNANDES et al., 2018) e com
caracteristicas bastante varidveis conforme o ecossistema e a origem floral do néctar
(FERNANDES et al., 2020). Dada a possivel contribui¢do de H. balsamifera para
formacdo do mel maranhense, € preciso distinguir o produto quanto as propriedades da
florada, o que pode atender a um processo de regionalizagdo do mesmo, e inclusive
impulsionar a atividade apicola na economia, ja que o mel de um tipo floral dominante
pode agregar um valor diferenciado (JONES & JONES, 2001).

Muito além desse beneficio econdmico de H. balsamifera visando garantir a
produgdo de mel, a espécie pode ser vital para a integridade do ecossistema em que se
encontra, haja visto seu prolongado periodo de floragdo e sua interagdo com uma ampla
guilda de visitantes florais. Assim, esta tese foi dividida em quatro capitulos, sendo que
o Capitulo 01 trata sobre a fenologia reprodutiva, sistema de reprodugdo e interagdo da
variedade H. balsamifera var. floribunda com seus visitantes florais, e o Capitulo 02
apresenta o comportamento ¢ sazonalidade das abelhas nas flores da planta, ¢ busca
entender como ocorre a rede de interagdo na comunidade (capitulos sobre polinizacdo); o
Capitulo 03 examina por meio de andlise polinica os recursos florais explorados por duas
espécies simpatricas de abelhas Melipona na restinga do Maranhao, e procura identificar
as plantas nectariferas utilizadas para produzir o mel no periodo de um ano, ja o Capitulo
04 analisa o mel de quatro abelhas manejadas em trés cidades do Maranhdo, quanto aos
seus recursos florais, e se qualidade e propriedades do produto variam com as espécies

de abelhas, regido produtora e origem floral (capitulos sobre mel).



2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 A espécie Humiria balsamifera

Humiriaceae A. Juss. ¢ uma familia botanica da ordem Malpighiales Juss. ex
Bercht. & J. Presl, com oito géneros ¢ 56 espécies descritas — Duckesia Cuatrec. (1),
Endopleura Cuatrec. (1), Humiria A. St.-Hil. (4), Humiriastrum (Urb.) Cuatrec. (16),
Hylocarpa Cuatrec. (1), Sacoglottis Mart. (8), Schistostemon (Urb.) Cuatrec. (9) e
Vantanea Aubl. (16) (CHRISTENHUSZ et al., 2017). A familia estd distribuida na
Regido Neotropical da Costa Rica ao sul do Brasil, com excecdo da espécie Sacoglottis
gabonenses (Baill.) Urb., que ocorre nas florestas tropicais da costa oeste da Africa
(CUATRECASAS, 1961; HERRERA et al., 2014; CHRISTENHUSZ et al., 2017).

Das quatro espécies do género Humiria, trés ocorrem no Brasil: Humiria
balsamifera (Aubl.) A. St.-Hil., Humiria crassifolia Mart. ex Urb. e Humiria wurdackii
Cuatrec. (CUATRECASAS, 1961; MEDEIROS et al., 2015; CHRISTENHUSZ et al.,
2017). Além do Brasil, H. balsamifera é encontrada na Colombia, Guiana Francesa,
Guiana, Suriname ¢ Venezuela (GIORDANO, 1996). No territério brasileiro esta
distribuida nas Regides Norte (AM, AP, PA, RR, TO), Nordeste (AL, BA, MA, PE, SE),
Centro-Oeste (GO, MT) e Sudeste (ES, MG, RJ) nos mais diferentes tipos de vegetacao,
como campina, campinarana, campo de altitude, campo rupestre, cerrado “lato sensu”,
mata de galeria e ciliar, floresta de terra firme, floresta ombrofila, restinga, savana
amazodnica (HERRERA et al., 2014; MEDEIROS et al., 2015).

Humiria balsamifera recebe diversos nomes vulgares. Alguns usados no Brasil
sdo caganita, gla-baixa, guagiru-doce, mangue-doce, miriastro, muréua, murta-do-nativo,
murtim, murto, pau-preto, quaresmeira, taurnino, turi, € os mais comuns, mirim, umiri,
umirim e umirizeiro (JARDIM, 2011). Conforme o habitat, a espécie possui habitos de
vida arbustivo ou arboreo. Em geral, em locais proximos a alagados tende ao porte
arbustivo, ¢ a medida que se interioriza pelo continente aumenta de tamanho
(GIORDANO, 1996).

Humiria balsamifera esta muito distribuida em areas de restinga do litoral Norte
¢ Nordeste (JARDIM, 2011), e nas campinas ¢ campinaranas da Amazonia (BARBOSA
& FERREIRA, 2004; MENDONCA et al., 2017). De certo modo, esses locais possuem
solos arenosos e pobres em nutrientes, frequentemente sujeitos ao alagamento periddico
em consequéncia da flutuacdo do lengol freatico (BARCELOS et al., 2012;
GUIMARAES & BUENO, 2016), o que pode selecionar as espécies mais bem adaptadas



(RICHARDS, 1996), e conforme Mendonga et al. (2017), o “mirim” pode ser considerada
uma planta colonizadora.

Estudiosos atestam que a planta apresenta certa complexidade taxondmica,
abrangendo 14 variedades (CUATRECASAS, 1961; GIORDANO, 1996), que se
diferenciam pela morfologia foliar e forma do endocarpo (CUATRECASAS, 1961),
porém dentro das proprias variedades ha mais variagdes fenotipicas (HOLANDA, 2013).
No geral foram propostas por Cuatrecasas (1961) as seguintes variedades: H. balsamifera
var. balsamifera (typica) com duas formas — fma. balsamifera e fma. attenuata, coriacea,
floribunda, guaiquinimana, guianensis, iluana, imbaimadaiensis, laurina, minarum,
parvifolia, pilosa, savannarum, stenocarpa e subsessilis. Na rede SpeciesLink (CRIA,
2020) constam pelo menos 11 variedades encontradas no Brasil e paises vizinhos (Figura
01).

No estado do Maranhao, ha registro de H. balsamifera nas regides Sul e Norte do
estado (CRIA, 2020). Proximo ao litoral oriental, a espécie predomina na vegetagdo da
Baixada Oriental ¢ do Baixo Parnaiba (TENORIO, 2016) ¢ na flora da restinga arbustiva
do Parque Nacional dos Len¢6is Maranhenses (AMARAL et al., 2019). Em municipios
como Presidente Juscelino (MIRANDA & ROCHA, 2009) e Morros (CARVALHO et
al., 2019), a espécie predomina no estrato arbustivo e arboreo, tendo no primeiro
municipio citado variagdo na altura de 2,50m a 24m, com média de 11,2m. Foram
registradas para o Maranhdo duas variedades — H. balsamifera var. balsamifera fma.
attenuata Cuatrec. no municipio de Carolina, e a mais comum H. balsamifera var.
floribunda (Mart.) Cuatrec. em Carolina, Grajau, Sdo Luis e Barreirinhas (CRIA, 2020).

A variedade floribunda tem como sinonimia Humiria floribunda, Humirium
floribundum e Humirium multiflorum, nomes dados em relagdo a abundancia de flores
(GIORDANO, 1996). Esta variedade pode ser confundida com a fma. attenuata, ja que
suas folhas s3o bastante similares, mas diferem no formato da base (HOLANDA, 2013).
A variedade ¢ bastante frequente no estado do Para, e estd dispersa pela Amazonia,
Guianas ¢ Venezuela, alcancando até o Rio de Janeiro, onde & mais escassa
(GIORDANO, 1996; CAVALCANTE, 2010). Geralmente ¢ encontrada em solos de areia
branca, misturada com um pouco de humus, desde 1m de altura na campina, e em mata
de terra firme pode atingir até 30 metros (CAVALCANTE, 2010).

A etimologia do nome H. balsamifera se da em virtude da producdo de uma
substancia balsamica (GIORDANO, 1996), um tipo de resina fenolica produzida pelo

tronco da espécie, muito aromatica (SCHULTES, 1979), mas que segundo Cuatrecasas



(1961) é raro de ser encontrado, e s6 ocorreria em troncos velhos localizados em florestas,
por causa de uma doenga provocada por bactérias. Povos tradicionais utilizam esse
balsamo como perfume para cabelo (SCHULTES, 1979) e para “atrair coisas boas”
(COELHO-FERREIRA, 2009), ¢ na medicina popular ¢ tido com propriedades
estimulante, expectorante, tenifugo e contra blenorragia (CAVALCANTE, 2010), além
do uso da casca para tratamento de hepatite, desinteria e higiene do corpo e da casa

(COELHO-FERREIRA, 2009; JARDIM, 2011).
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Figura 01. Distribuicdo geografica das variedades de Humiria balsamifera, com base no Specieslink
(CRIA, 2020).



A espécie tem relativa importancia economica e ecoldgica. A madeira € usada na
carvoaria e para construcdes civil e naval (CUATRECASAS, 1961; CUMMINGS et al.,
2018). Do fruto pode ser extraida uma tinta preta para tingir palhas de artesanato
(JARDIM, 2011). O fruto e a semente tém altas concentragdes de Oleos graxos
(SCHULTES, 1979), e o fruto possui alto nivel de compostos fenolicos, flavonoides,
antocianinas, e boa atividade antioxidante (MONTEIRO et al., 2019). Ele ¢ comestivel
pelo ser humano (CAVALCANTE et al., 2010), e outros mamiferos, como macacos e
morcegos, além de aves e répteis, como tartarugas (MACEDO & PRANCE, 1978;
CUMMINGS et al., 2018) (Figura 02A). Os frutos sdo vendidos em feiras livres da regido
Norte (JARDIM, 2011), e o suco do “mirim” pode ser comercializado, como visto em
Santo Amaro — MA, onde os moradores vendem aos visitantes do Parque Nacional dos
Lengo6is Maranhenses — PNLM (informagao pessoal).

O “mirim” foi considerado o principal substrato de nidificacdo para a abelha sem
ferrdo Melipona (Melipona) subnitida Ducke, 1910 na restinga do PNLM (REGO et al.,
2017) (Figura 02B). Essa planta também possui potencial melifero muito elevado por
fornecer alimento natural em grande quantidade e durante a maior parte do ano
(SANTOS, 2009; PINTO et al., 2014). No PNLM, H. balsamifera ¢ um importante
recurso para abelhas sociais como Apis mellifera L. 1758, Melipona (Melikerria)
fasciculata Smith, 1854 (IBAMA, 2002) e M. subnitida (PINTO et al., 2014) (FIGURA
02C-E). Segundo Fernandes et al. (2020), que analisaram atributos sensoriais do mel de
M. fasciculata produzido na regido do litoral oriental do Maranhao, aspectos como cor
amarelada, odor amadeirado e sabor de remédio podem ser atribuidos a planta. Em um
evento realizado pelo Congresso Brasileiro de Apicultura (Conbrapi) em 2012, o mel de
“mirim” produzido por M. fasciculata foi campedo nacional devido ao seu agradavel
sabor, aroma e coloragdo (UEMA, 2012).

A floragdo de H. balsamifera varia de um lugar para o outro, mas ¢ mais acentuada
entre 0os meses de maio a setembro (CAVALCANTE, 2010), ¢ a producdo de frutos
parece mais acentuada na estacdo seca (JARDIM, 2011). Segundo Tendrio (2016), o
“mirim” em municipios maranhenses como Santo Amaro, Primeira Cruz, Barreirinhas,
Paulino Neves e Belagua apresenta pico de floragdo de junho a agosto, enquanto nos
municipios de Cachoeira Grande, Morros, Presidente Vargas e Humberto de Campos a

maior intensidade da florada ocorre de agosto a outubro.



Figura 02. Importancia de Humiria balsamifera. (A) Frutos comestiveis, (B) Substrato de nidificacdo para
abelha sem ferrdo, (C-E) Fonte de néctar para abelhas sociais — Melipona subnitida, Melipona fasciculata
e Apis mellifera, respectivamente.

As flores do “mirim” exalam um perfume doce sutil (DIJN, 2005) e sdo brancas,
pequenas, actinomorfas e mondclinas. O androceu é composto de 20 estames
heterodinamos com os filetes unidos na metade proximal, os nectarios sdo intraestaminais
circundando o ovario (SA NETO & LIMA, 2003; BERNARDELLO, 2007). As flores
sdo numerosas nas inflorescéncias cimoso-paniculadas (CUATRECASAS, 1961). O
fruto da espécie ¢ do tipo drupa, oblongo-elipsoide, ndo superior a 16 mm, geralmente
com uma semente ¢ de cor roxo-escuro quando maduro e com sabor adocicado
(CUATRECASAS, 1961; CAVALCANTE, 2010). Na figura 03 ¢ possivel observar as

estruturas reprodutivas da flor de H. balsamifera var. floribunda.



N( t‘l | Ilfffr‘/,;i

gl
6 ]

Figura 03. Ilustracdo de Humirium floribundum, sinonimia de Humiria balsamifera var. floribunda (Mart.)
Cuatrec.: Planta com folhas simples e alternas e inflorescéncias do tipo cimoso-paniculadas. 1. Flor, 2.
Calice, 3. Conjunto de estames, 4. Estames heterodinamos separados ¢ aumentados, 5-6. Vértice da antera,
7. Graos de polen, 8. Parte do filamento, com cilios, 9. Anel de estames estéreis abertos, 10. Pistilo, 11.
Corte do ovario, 12. Drupa, 13. Drupa dissecada, 14. Putdmen, 15. Pélo do topo do ovario. Adaptado de
Martius, 1926 apud Watson & Dallwitz (1992).



Ha dois estudos sobre a ecologia da poliniza¢do de Humiria balsamifera. Holanda
et al. (2015) estudaram o “mirim” nas campinas ¢ campinaranas de Roraima, e
verificaram que duas variedades simpatricas da espécie tinham diferengas nos caracteres
morfométricos de folhas e flores, porém, ndo diferiram quanto a fenologia, sucesso
reprodutivo no cruzamento entre as variedades, e ainda compartilharam os polinizadores
principais, portanto ndo apresentavam mecanismos de barreira pré-zigotica para o
cruzamento das variedades. A espécie na regido foi considerada xenogamica facultativa,
com baixa porcentagem de autopolinizagao. Por outro lado, nas dunas litordneas da Bahia,
Costa & Ramalho (2001) consideraram a espécie xenogamica obrigatdria, portanto sem
autopolinizacdo. Outras diferencas conforme a localidade diz respeito aos visitantes e a
fenologia reprodutiva da espécie.

O néctar, ainda que em pequena quantidade por flor (MACHADO et al., 2007),
em torno de 0.25ul a 1ul (HOLANDA et al., 2015), atrai uma grande diversidade de
insetos, sobretudo abelhas (DJIN, 2005), mas também chama aten¢do de aves, como
beija-flores (MACHADO et al., 2007). Na Amazonia foram verificadas vespas, formigas,
coleodpteros e aves forrageando na planta, no entanto, mais de 90% do total de visitantes
foram abelhas, sendo espécies de Trigona e Melipona mais frequentes e consideradas os
polinizadores efetivos (HOLANDA et al., 2015). Por outro lado, num ambiente de dunas,
os principais polinizadores foram as abelhas Xylocopa cearensis e Trigona spinipes e

vespas dos géneros Stictia, Bembix, Polistes e Zethus (COSTA & RAMALHO, 2001).

2.2 Ecologia da Polinizacao

Considerada a primeira etapa da reproducdo sexuada das plantas, a polinizacdo ¢
basicamente a transferéncia dos graos de polen das anteras para o estigma da flor, dando
inicio ao processo de fecundagdo. Os estudos da ecologia de polinizagdo de uma espécie
vegetal englobam as interacdes entre as flores e seus visitantes (DAFNI, 1992). Pesquisas
comumente realizadas sobre aspectos de biologia floral, fenologia reprodutiva, sistemas
de reprodug¢do, mecanismos de polinizagdo e a atuagdo dos visitantes sdo pertinentes para
comprensdo da ecologia e evolugdo das plantas e dos polinizadores (BAKER & HURD,
1968; KEARNS & INOUYE, 1993) e servem como base para o desenvolvimento de
programas de manejo e melhoramento genético (MAUES & COUTURIER, 2002).

O conhecimento da biologia floral, na qual sdo verificadas todas as manifestacdes
de vida da flor, mescla-se a ecologia da polinizagdo para dar entendimento a interagdo

flor-visitante e, sobretudo, para o sistema de cruzamento das plantas (BAWA, 1974;
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DAFNI, 1992; KEARNS & INOUYE, 1993). Até certo ponto, as flores apresentam um
conjunto de caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas comuns relacionadas a biologia
dos agentes polinizadores. Os varios atributos florais determinam as sindromes de
polinizagdo, as quais podem ser mais especializadas ou generalistas (FAEGRI & VAN
DER PILJ, 1979; WASER, 2006).

Estudos fenoldgicos visam determinar como as fitofases em uma escala temporal
relacionam-se com os fatores bidticos e abidticos, tais como precipitagdo, temperatura,
comprimento do dia, solo, entre outros (FRANKIE et al., 1974; MORELLATO et al.,
2000). A fenologia reprodutiva da planta que envolve a produ¢do de flores e frutos, ¢
fundamental na dindmica populacional de animais, pois influencia no comportamento dos
polinizadores, predadores e dispersores (MORELLATO, 2003). A fenofase da floragao,
além da influéncia do clima e fatores fisiologicos, possui relagdo com o comportamento
dos polinizadores (HEINRICH, 1975) e o sistema reprodutivo da planta (FRANKIE et
al., 1974). Nos trépicos, a floragdo apresenta grande variacdo de tempo, duragdo e
frequéncia conforme a espécie vegetal (NEWSTROM et al., 1994).

Os sistemas reprodutivos abarcam as diferentes expressdes sexuais das plantas,
como hermafroditismo, monoicismo, dioicismo ¢ outras variantes (FAEGRI & VAN
DER PILJ, 1979); destes, o hermafroditismo ¢ predominante entre as angiospermas
(RENNER & RICKLEFS, 1995). Dois tipos de polinizacdo sdo verificados nas plantas.
Na autopolinizagdo ou autogamia o pdlen da antera € transferido para o estigma da propria
flor hermafrodita. E na poliniza¢do cruzada ou alogamia, o pdlen ¢ levado para o estigma
de outra flor, caso isso ocorra dentro do mesmo individuo é chamado de geitonogamia, e
se entre plantas diferentes chama-se de xenogamia. Com base genética, a geitonogamia ¢
equivalente a autogamia, mas o processo envolve a acao de um vetor de polen como na
xenogamia (FAEGRI & VAN DER PILJ, 1979).

A polinizagao cruzada é considerada a estratégia principal no sistema reprodutivo
das arvores tropicais (BAWA et al.,, 1985). De modo geral, os vegetais possuem
adaptacdes para favorecer a xenogamia (CRUDEN, 1977), como o préprio dioicismo,
onde as flores unissexuais estdo em individuos diferentes; diferencas nos tamanhos dos
estiletes e estames (heterostilia) ou diferengas no amadurecimento dos 6rgaos sexuais
(dicogamia), e também sistemas de autoincompatibilidade, em que a fertilizacdo do évulo
ndo ¢ possivel pelo polen da mesma planta (BAWA & BEACH, 1981).

Entender os sistemas reprodutivos das plantas ¢ de suma importancia, pois estes

influenciam nas taxas de cruzamento, mecanismos de polinizagdo e comportamento dos
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polinizadores (DAFNI, 1992), e afetam a variacdo genética de populacdes naturais
(OLIVEIRA & MARUYAMA, 2014); como o caso de espécies que sdo xendgamas
autocompativeis e propensas a autofecundacdo, o que pode levar a depressdo por
endocruzamento (CRUDEN, 1988). Entdo, populagdes heterogéneas sdo mais versateis a
adaptagdes evolutivas que populacdes homogéneas.

A polinizagdo cruzada s6 ¢é possivel pela atuacdo dos vetores de polen, que
envolve desde fatores abidticos (vento e agua) a ag¢do de animais, como abelhas,
lepidopteras, besouros, dipteras, vespas e vertebrados (RECH et al., 2014). O registro dos
visitantes florais e dos seus comportamentos é importante para definir os polinizadores
efetivos (ALVES-DOS-SANTOS et al., 2016). Mais de 87% das angiospermas sao
polinizadas por animais, sobretudo insetos (KEARNS et al., 1998; OLLERTON et al.,
2011; GIANNINTI et al., 2015), e no geral, as abelhas constituem o grupo de polinizadores
mais importantes das angiospermas (ROUBIK, 1989; BAWA, 1990; MICHENER,
2007). Segundo Bawa (1990), a diversidade de plantas polinizadas por abelhas ¢ tdo
grande, que nenhuma generalizagao pode ser feita em relagdo a morfologia das flores ou

ao florescimento das plantas.

2.2.1 Principais recursos florais — Pélen e néctar

Plantas oferecem recompensas florais para atrair seus polinizadores e garantir a
polinizacdo. Pdlen e néctar sdo os principais recursos atrativos das flores, e além destes,
muitas espécies podem oferecer resinas, 6leos e substincias aromaticas as abelhas
(ROUBIK, 1989).

Os graos de polen sdo ricos em proteinas, vitaminas e lipidios que servem para
alimentar os visitantes, e no caso das abelhas, ¢ fundamental para o desenvolvimento das
crias (JONES & JONES, 2001; MICHENER, 2007). O néctar ¢ procurado por um grande
nimero de visitantes como fonte energética (HEIL, 2011). Esse recurso ¢ basicamente
uma solucdo acucarada composta por agucares (sacarose, glicose, frutose) dissolvidos em
agua (CORBET, 2003), e constituintes menos abundantes, como aminoacidos, proteinas,
vitaminas, lipidios, minerais, 4cidos organicos, além de metabolitos secundarios, caso de
compostos fenolicos, flavondides, alcaldides ou terpenodides (KEVAN & BAKER, 1983;
NICOLSON & THORNBURG, 2007; NEPI, 2014).

A produgdo de néctar pelas flores ¢ muito varidvel em relagdo ao volume e
concentracao de solutos dissolvidos, e varia ao longo do tempo em funcdo da evaporacao,

reabsorcdo de agucares e coleta por visitantes florais (CORBET, 2003). A distribuicdo,
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disponibilidade e qualidade do néctar nas flores influencia diretamente no
comportamento dos polinizadores, ou seja, na frequéncia, duracdo ¢ niimero de flores

visitadas (RATHCKE, 1992; MUNIZ et al., 2013).

2.2.2 Polinizaciio na Restinga

No conceito botanico, restinga refere-se ao complexo vegetacional que ocorre em
mosaicos, encontrados em praias, cordoes arenosos, dunas e depressoes estabelecidos em
planicies costeiras quaternarias (SOUZA et al., 2008), apresentando estrato herbaceo,
arbustivo e arbéreo, com aumento em altura, lenhosidade e numero de espécies no sentido
oceano-continente (CONAMA, 2002). Essas areas apresentam solos arenosos, altamente
lixiviados e pobres em nutrientes (ARAUJO & LACERDA, 1987).

Estimativas apontam que o Brasil abriga pouco mais de 32 mil espécies nativas
de Angiospermas, e dessas, 2.471 ocorrem na vegetacao da restinga (ZAPPI et al., 2015).
Nesses locais sdo encontradas espécies tipicas, sobretudo, dos biomas Mata Atlantica,
Caatinga, Floresta Amazdnica ¢ Cerrado (FREIRE, 1990; SCARANO, 2002;
FERNANDES & QUEIROZ, 2015), as quais podem apresentar variagdes fenotipicas em
comparag¢ao ao ambiente original. Um exemplo dessa mistura de biomas ocorre no Parque
Nacional dos Lencois Maranhenses, onde a “restinga” representa 89,4% da vegetacao, e
muitas plantas sdo tipicas da Mata Ciliar, Cerrado e Caatinga (IBAMA, 2002).

Estudos de comunidades dos ambientes costeiros do Brasil demonstraram o
predominio da sindrome de polinizagdo por abelhas (melitofilia) (GOTTSBERGER et
al., 1988; VIANA et al., 2006), com o polen e néctar como principais recursos para os
visitantes (MEDEIROS, 2009; GOSTINSKI, 2011) e maior nimero de plantas com flores
hermafroditas (ORMOND et al., 1991; MATALLANA et al., 2005). Quanto a fenologia
reprodutiva, a producdo de flores ocorre o ano inteiro (VIANA et al., 2006), com maior
floracdo de arvores e arbustos no periodo seco, ¢ de herbaceas no periodo chuvoso
(RIBEIRO, 2011).

Muitos trabalhos tém sido publicados com enfoque na poliniza¢do de espécies que
ocorrem em areas de restinga em todo o pais, como exemplos: Varassin & Silva (1998);
Correia et al. (2005); Costa et al. (2006); Gimenes (2007); Silva & Pinheiro (2007);
Cesario & Gaglianone (2008); Brito et al. (2010); Gomes et al. (2010a); Oliveira-
Reboucas & Gimenes (2011); Fidalgo et al. (2018); Hoeltgebaum et al. (2018); Ledo et
al. (2019); Moreira et al. (2019).
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2.2.3 Estudos de poliniza¢do no Maranhao

O estado do Maranhao faz parte da regido Nordeste do Brasil, com area total de
329.642 km?. Devido a sua localizagdo, possui caracteristicas fitogeograficas de transi¢do
de trés macrorregides —Norte, Nordeste ¢ Centro-Oeste (REBELO & SILVA, 1999). O
bioma Cerrado ocupa pouco mais de 60% da area do estado, e estd em contato com as
formagoes vegetais da Floresta amazonica, Caatinga e Restinga (IBGE, 2019). Até o ano
de 2015 foram registradas 2.855 espécies de angiospermas para o Maranhdo, sendo o
maior numero correspondente ao bioma Cerrado com 1.977 spp. (ZAPPI et al., 2015).

Os trabalhos dos doutores Warwick Kerr e Jodo Camargo foram fundamentais
para o inicio dos estudos sobre polinizagdo no Maranhdo em meados da década de 1980,
com a implantagdo do curso de biologia da UFMA, e o estimulo a pesquisa de maneira
interdisciplinar envolvendo abelhas (GOSTINSKI, 2018; OLIVEIRA & RECH, 2018),
como o trabalho de palinologia dos recursos florais utilizados por M. fasciculata (KERR
et al., 1986/87) e da polinizacdo da flora melitofila em dunas de Sdo Luis
(GOTTSBERGER et al., 1988). Estudos de caso sobre polinizagdo de plantas no
Maranhdo foram realizados desde entdo, com o maior volume das pesquisas concentradas
na porg¢ao norte do estado.

No livro “Polinizacdo do Murici”, Régo & Albuquerque (2006) descrevem
estudos realizados entre 1989 a 2006 sobre aspectos de fenologia, biologia floral, sistema
reprodutivo e/ou visitantes florais de espécies de Byrsonima, tais como B. crassifolia (L.)
Kunth, B. chrysophylla Kunth, B. umbellata Mart. ex A. Juss., B. verbascifolia (L.) DC.
e B. rotunda Griseb. Detalhes sobre essas espécies no Maranhao também podem ser
encontrados em artigos sobre B. crassifolia (ALBUQUERQUE & REGO, 1989; REGO
& ALBUQUERQUIE, 1989), B. chrysophylla (RIBEIRO et al., 2008) e B. umbellata ¢ B.
rotunda (MENDES et al., 2011). As investigagdes com essas plantas ocorreram em areas
de restinga de Barreirinhas e cerrado de Urbano Santos.

Nos ultimos anos foram publicados estudos feitos na restinga de Barreirinhas com
a espécie Mauritia flexuosa L., o “buriti”, sobre aspectos da fenologia reprodutiva
(MENDES et al., 2017a) e biologia floral e sistema reprodutivo (MENDES et al., 2017b).
Também para a regido, dentro do Parque Nacional dos Len¢ois Maranhenses, Oliveira et
al. (2016) registraram a relagdo de Mouriri guianensis Aubl. com abelhas da regido,
especialmente com uma espécie crepuscular.

Outros estudos focados em plantas especificas e seus visitantes florais ocorreram

com Platonia insignis Mart. em uma area de cerrado em Santa Quitéria (AZAMBUIJA,
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2008), Cochlospermum orinocense (Kunth) Steud. em um fragmento de floresta
amazonica na cidade de Sao José de Ribamar (FIGUEIREDO et al., 2009), Mouriri
acutiflora Naudin na Baixada Maranhense (REGO et al., 2010), Bowdichia virgilioides
Kunth no cerrado de Chapadinha (SILVA etal., 2011), a orquidea Rodriguezia lanceolata
Ruiz & Pavon também na Baixada Maranhense (FERRAZ, 2018), Cnidoscolus urens (L.)
Arthur e Crotalaria retusa L. em dunas costeiras de Sao José de Ribamar (SANTANA,
2018), entre outros.

2.3 Diversidade de Abelhas

As abelhas, juntamente com vespas e formigas, sdo insetos pertencentes a ordem
Hymenoptera. A hipétese mais aceita € que as abelhas tenham surgido no final da
primeira metade do Cretaceo, hd cerca de 125 milhdes de anos, apds a origem das
angiospermas (SILVEIRA et al., 2002), dai a grande relagdo mutualistica entre esses
organismos. Estima-se que existam aproximadamente 20.000 espécies de abelhas em
todo o mundo, distribuidas em sete familias: Stenotritidae, Melittidae, Colletidae,
Andrenidae, Halictidae, Megachilidaec e Apidac (MICHENER, 2007), tendo as cinco
ultimas representantes no Brasil.

A familia Apidae ¢ a mais comum e diversificada, tanto em comportamento
quanto em morfologia, apresentando-se amplamente distribuida nos continentes, e esta
dividida em trés subfamilias: Apinae, Xylocopinae e Nomadinae (SILVEIRA et al., 2002;
MICHENER, 2007). Dentre essas subfamilias, Apinae apresenta a maior diversidade,
com 19 tribos em todo o mundo, desde espécies cleptoparasitas, passando por aquelas de
vida solitaria, as quais sdo em maior nimero, até varias outras com diferentes niveis de
sociabilidade (MICHENER, 2007).

Quatro tribos de Apinae (Apini, Bombini, Euglossini e Meliponini) constituem as
“Apidae corbiculadas”, sendo a “corbicula” uma adaptagdo da tibia posterior para
transporte do polen (THORP, 1979). Dessas tribos, Apini ¢ Meliponini sdo representadas
exclusivamente por espécies com alto nivel de sociabilidade (MICHENER, 2007).

Apini ¢ uma tribo do velho mundo com apenas 11 espécies validas, entre elas
encontra-se Apis mellifera (MICHENER, 2007); j4 Meliponini é encontrada nas regides
tropicais e subtropicais do mundo, totalizando 33 géneros (CAMARGO & PEDRO,
2013), e mais de 500 espécies de abelhas nativas sem ferrdio (MICHENER, 2013). Esta
definicdo de “abelhas sem ferrdo” deve-se ao fato dessas espécies possuirem o ferrdo

atrofiado, diferentemente dos Apini. Apesar de estarem presentes no mundo todo, estas
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abelhas possuem maior numero de espécies na regido Neotropical (FREITAS et al., 2009;
MICHENER, 2013). O género Melipona abrange a maior riqueza das abelhas sem ferrdo
conhecidas (~74 spp.), estando restrito a regido neotropical e mais diversificado na bacia

amazonica (SILVEIRA et al., 2002).

2.3.1 Forrageamento por abelhas sem ferriao

Abelhas da tribo Meliponini possuem colonias permanentes e com alta taxa de
producdo de prole, entdo necessitam buscar continuamente alimento para seu sustento
(MICHENER, 2013). Na busca pelo polen e/ou néctar das flores, graos de pdlen ficam
aderidos ao corpo, e como consequéncia realizam a polinizagdo cruzada. Para Kerr et al.
(1996) a maioria das plantas em florestas brasileiras podem ser polinizadas por essas
abelhas nativas. Estimativas também mostram que elas podem participar da polinizacao
de mais de 60 espécies cultivadas (HEARD, 1999).

Essas abelhas sociais forrageiam em um grande niimero de espécies vegetais,
sendo consideradas poliléticas (ABSY et al., 1984; VOSSLER, 2018). No entanto, elas
costumam explorar as fontes alimentares mais rentaveis ¢ abundantes na natureza e, ao
encontra-las, retornam a colonia para informar e recrutar companheiras, através de sinais
de comunicagdo (NIEH & ROUBIK, 1995; AGUILAR & BRICENO, 2002; PIERROT
& SCHLINDWEIN, 2003), mantendo certa constancia na exploragdo da espécie vegetal
(RAMALHO et al., 1994; WHITE et al., 2001; SLAA et al., 2003).

Virias espécies de Meliponini ocorrem simpatricamente em habitats neotropicais,
apresentando diferencas de nicho para evitar a competicdo, porém muitas vezes ha
relativa sobreposicdo na coleta de recursos (ROUBIK & BUCHMANN, 1984;
RAMALHO et al., 1989; ROUBIK et al., 1995; BIESMEIJER et al., 1999; RECH &
ABSY, 2011; FERREIRA & ABSY, 2015).

E muito comum verificar para espécies do género Melipona o uso de polen de
plantas das familias Fabaceae, Myrtaceae, Melastomataceae ¢ Solanaceae, por exemplo
(RAMALHO et al., 1989; WILMS & WIECHERS, 1997; OLIVEIRA-ABREU et al.,
2014; CARVALHO et al., 2016). No forrageio do néctar, a qualidade e quantidade do
recurso ¢ um fator importante para essas abelhas, por exemplo, espécies de Melipona
procuram explorar um néctar mais concentrado em agticares (ROUBIK & BUCHMANN,
1984; CORTOPASSI-LAURINO et al., 2007) para produzir e armazenar mel.

A coleta dos recursos pelos meliponineos e demais abelhas ¢ afetada por fatores

abidticos, como a temperatura, umidade relativa do ar, velocidade do vento e precipitacio
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(KAJOBE & ECHAZARRETA, 2005; HILARIO et al., 2007a, 2007b; SILVA et al.,
2011). Além ¢ claro de fatores biodticos relacionados a competicdo, caracteristicas
morfoldgicas e fisioldgicas das espécies, disponibilidade de recursos e necessidades da
colonia (ROUBIK, 1989; HILARIO et al., 2003; PIERROT & SCHLINDWEIN, 2003;
FARIA et al., 2012).

2.3.2 A Meliponicultura no Maranhao

A criagdo de abelhas sem ferrdo ¢ denominada de meliponicultura (NOGUEIRA -
NETO, 1997), nome equivalente a apicultura com Apis mellifera. A domesticacdo de
espécies de Meliponini ja era exercida por povos nativos do continente americano antes
mesmo da colonizacao pelos europeus (JONES, 2013). Atualmente, essa atividade ocorre
em varios paises como Brasil, México, Costa Rica, Peru, Paraguai, Venezuela, Australia
e outros (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006).

No Brasil, a meliponicultura é mais difundida nos estados do Norte e Nordeste,
onde ¢ passada através de geragdes usando técnicas consagradas popularmente (KERR et
al., 1996; NOGUEIRA-NETO, 1997). Entre os produtos obtidos pela atividade, ganha
destaque o mel (DRUMMOND, 2013).

O estado do Maranhdo apresenta condi¢cdes naturais e propicias para o
desenvolvimento da meliponicultura, em fun¢do do clima favoravel e a variedade de
formagdes vegetais (florestas, cerrado, campos alagdveis, mata de cocais, restinga e
manguezais). Pelo censo agropecuério 2017, o Maranhao € considerado o terceiro maior
produtor de mel no Nordeste e oitavo no ranking nacional (O IMPARCIAL, 2018), mas
a maior parte da producdo provém da apicultura (ANDRADE & RIBEIRO, 2014).

De modo geral, a extragdo do mel de abelhas sem ferrao ainda é realizada de forma
tradicional, as vezes, com emprego de técnicas rusticas (GOSTINSKI et al., 2017). Mas
por incentivos governamentais e projetos de difusdo de conhecimento aumentou a
capacita¢do dos meliponicultores maranhenses para o manejo das abelhas e seus produtos
(DRUMMOND, 2013; ANDRADE & RIBEIRO, 2014; SEMA, 2017). O comércio do
mel ocorre por conta propria no mercado local, diretamente para empresas e alguns
produtores trabalham com o sistema de cooperativas (LIMA et al., 2012).

O estado possui mais de 50 espécies de abelhas sem ferrdo (ALBUQUERQUE &
REGO, 2000; REBELO et al., 2003), com pelo menos 10 espécies de Melipona
(GOSTINSKI, 2018). Apesar dessas abelhas produzirem mel, a maioria o faz em baixa
quantidade o que limita a venda (REGO et al., 2008a).
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A abelha “tiiba” (M. fasciculata) ¢ a mais difundida para a producao de mel
(KERR, 1996; REGO et al., 2008a), com produtividade média de 3 litros/ano chegando
até¢ 10 litros (KERR, 1996; ANDRADE & RIBEIRO, 2014). A criagdo dessa abelha se
destaca na regido norte do estado nas Bacia do Munim (Cerrado e Litoral), ¢ Bacia do
Pericuma (Baixada Maranhense) (FERNANDES et al., 2020) e Centro-Sul (Cerrado)
(HOLANDA et al., 2012). Na Baixada Maranhense alguns criadores chegam a ter 200
colonias (KERR et al., 2001) e a produgdo comunitaria pode atingir 300 kg mel/ano, com
preco estimado entre 30 a 50 reais/litros (ALVES, 2013). Esta espécie ocorre nos estados
do Maranhdo, Mato Grosso, Para, Piaui, Tocantins (CAMARGO & PEDRO, 2013), tendo
grande potencial na meliponicultura brasileira (KERR, 1996; VENTURIERI et al., 2003).

Outras espécies de Melipona manejadas no Maranhdo s3o ‘“urugu” (M.
flavolineata) e “jandaira” (M. subnitida). A primeira vem ganhando destaque para criagdo
e producdo de mel na regido da Baixada Maranhense (GOSTINSKI, 2018); esta espécie
estd presente ainda nos estados do Ceard, Pard e Tocantins (CAMARGO & PEDRO,
2013). Enquanto, a “jandaira” é mais manejada no litoral do Maranhio (REGO et al.,
2017), e ¢ uma abelha presente em todos os estados do Nordeste, com maior ocorréncia
na caatinga (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2017).

Outras abelhas como Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) — “jatai” e
Scaptotrigona spp. — “tubi” sdo criadas no cerrado (REGO et al., 2008b; REGO &
ALBUQUERQUE, 2012). Scaptotrigona aff. postica (Latreille, 1807) ¢ especialmente
importante em Barra do Corda para produc¢ao da propolis (SOUZA et al., 2012).

2.4 Qualidade do mel

O mel ¢ um produto natural utilizado em todo o mundo como alimento muito
nutricional e por suas propriedades terapéuticas. Ele pode ser classificado em trés tipos:
1. mel floral, o qual ¢ formado a partir do néctar das flores, tendo origem monofloral ou
polifloral; 2. mel extrafloral, proveniente de nectdrios extraflorais; 3. melato
“honeydews”, aquele produzido a partir de secre¢des das partes vivas das plantas ou de
excrecdes de insetos sugadores de vegetais (BRASIL, 2000; CAMARGO et al., 2017).

Em geral, a maioria dos méis das abelhas se originam do néctar coletado das flores
(ALMEIDA-MURADIAN, 2013). As operarias que coletam o néctar, o carregam em seu
papo, e ao chegarem a colonia fazem a transferéncia para outras abelhas responsaveis

pela sua desidratagdo (KERR et al., 1996). Em seguida, este recurso ¢ misturado com
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substancias especificas das abelhas, e colocado nos favos (Apis) ou potes de mel
(meliponineos) até “amadurecer” (ALMEIDA-MURADIAN et al., 2013).

O mel é composto por uma mistura complexa de carboidratos, sendo a glicose ¢ a
frutose os principais, ¢ outros componentes menos frequentes, como acidos organicos,
aminoacidos, proteinas, minerais, vitaminas, lipidios, pigmentos, ceras, graos de polen,
varias enzimas, compostos aromaticos, flavondides e outros fitoquimicos (GOMES et al.,
2010). Estima-se que no mel ocorram mais de 180 substancias diferentes (ALVAREZ-
SUAREZ et al., 2010).

O Brasil esté entre os 10 maiores exportadores de mel (FREITAS et al., 2010). No
mundo todo, a espécie Apis mellifera é a abelha mais manejada para producdo de mel.
Isto estd relacionado a grande produtividade da espécie e pelo desenvolvimento de
técnicas adequadas para processamento do produto (BRASIL, 2000). Também, apenas
para o mel de 4. mellifera existe padronizagao para fins de comercializacdo. No Brasil,
as normas seguem a Instru¢cdo Normativa 11, de 20 de outubro de 2000 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria ¢ Abastecimento (MAPA). Esta regulamentagdo tem como
referéncias normas internacionais da Codex Alimentarius Comission (C.A.C.), da
Association of Official Analytical Chemists (A.O.A.C.) e das resolu¢des GMC n° 80/96
e GMC n° 36/93 do MERCOSUL (BRASIL, 2000).

O mel de abelhas sem ferrdo ainda ndo foi regulamentado pelas autoridades de
controle dos alimentos, pois se tem pouco conhecimento das suas qualidades fisico-
quimicas, em razao da grande riqueza de espécies desse grupo (LAGE et al., 2012). No
geral, os méis de meliponineos apresentam diferen¢as em alguns parametros, como a
umidade que ¢ bastante elevada, tornando-o menos denso que o mel de Apis, e diferem
em taxas de aglcares redutores, acidez e o teor de cinzas, por exemplo (VIT et al., 2004;
ANACLETO et al., 2009; DARDON et al., 2013).

Espécies de Melipona sdo as mais criadas com a finalidade de produzir mel, por
darem um maior retorno, chegando a média de 2 a 5 litros ao ano por colonia
(NOGUEIRA-NETO, 1997; CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; CARVALHO et al.,
2014). Mas representantes de outros géneros também sdo rentaveis, como a jatai, uma das
abelhas mais criadas no estado de Sdo Paulo, que produz de 0,5 a 1,5 litros por ano
(NOGUEIRA-NETO, 1997; ANACLETO et al., 2009).

Méis de abelhas sem ferrdo s@o conhecidos por possuirem propriedades
medicinais, 6timas qualidades organolépticas e um valor de mercado maior que o mel da

Apis (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; ALVES & ALVES, 2011; CARVALHO



19

etal., 2014). O mel dos meliponineos podem adquirir alguns componentes do cerume que
forma o pote, assim considera-se estar ingerindo um composto de mel e propolis, o que
talvez aumente seus efeitos terapéuticos (DRUMMOND, 2013).

Apbs colhidos, os méis de abelhas sem ferrdo sdo comumente submetidos a uma
fermentagdo natural e controlada, visando sua estabilizagdo antes da embalagem, o
chamado “natmel” (DELIZA & VIT, 2013), sem que esse processo de maturacdo
comprometa a qualidade do produto (DRUMMOND, 2013). Nos ultimos anos aumentou
o cuidado na venda desses méis, com uso de pequenos frascos rotulados, com indicacao
da espécie, origem geografica e florada (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006). Um
problema para a comercializacdo do mel de meliponineos ¢ que ainda ndo hd uma
legislacdo nacional e internacional vigente para seu controle de qualidade, como existe
para o produto gerado pela Apis (CAMARGO et al., 2017). Mas alguns estados brasileiros
tém registrados regulamentos técnicos para produ¢do e comercializacdo desses méis em
seus territorios, como por exemplo a Portaria ADAB N° 207 (BAHIA, 2014) e a
Resolugdo SAA-52 (SAO PAULO, 2017).

Para incrementar a produgdo de mel oriundo de meliponineos para o comércio
formal, faz-se necessario estabelecer pardmetros de qualidade para proteger o
consumidor. Em fungao disso ha um esforco para normaliza¢do dos requisitos exigidos
para o mel dessas abelhas e o desenvolvimento de uma legislagdo especifica. Na tabela 1
sao apresentadas algumas propostas para o controle da qualidade do mel de abelhas sem

ferrdo.
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Tabela 01. Paréimetros para o controle da qualidade de mel floral de Apis mellifera, pela Codex Alimentarius Commission (2001) e Brasil (2000), e propostas para o mel de
abelhas sem ferrdo nativas do México, Guatemala ¢ Venezuela (VIT et al., 2004) ¢ do Brasil (VILLAS-BOAS & MALASPINA,, 2005; CAMARGO et al., 2017).

CARACTERISTICAS PARAMETROS Apis mellifera Apis mellifera Meliponini (VIT et Meliponini Meliponini
FiSICO-QUIMICAS (CODEX, 2001) (BRASIL, 2000) al., 2004) (VILLAS-BOAS &  (CAMARGO et al.,
MALASPINA, 2017)
2005)
MATURIDADE Agucares redutores Min. 60,0 Min. 65,0 Min. 50,0 Min. 50,0 Min. 60,0
(%)
Sacarose aparente Max. 5,0 Max. 6,0 Max. 6,0 Maix. 6,0 Maix. 6,0
(%)
Umidade (%) Max. 20,0 Max. 20,0 Max. 30,0 Max. 35,0 Max. 40,0
PUREZA Solidos Insoluveis Max. 0,1 Max. 0,1 Nio proposto Max. 0,4 Max. 0,1
(%)
Minerais (cinzas) Nao proposto * Max. 0,6 Max. 0,5 Max. 0,6 Max. 0,6
(%)
Gréos de polen Presentes Presentes Presentes Presentes Presentes
DETERIORACAO Acidez (mEq/Kg) Max. 50,0 Max. 50,0 Mix. 85,0 Max. 85,0 Max. 50,0
Atividade diastasica  Min. 8,0 Min. 8,0 Min. 3,0 Min. 3,0 Nao proposto
(EG)
Hidroximetilfurfural Maéx. 40,0 ® Max. 60,0 Max. 40,0 Max. 40,0 Max. 20,0
- HMF (mg/kg)
Fermentagao Sem indicios Sem indicios Sem indicios Sem indicios Sem indicios
Atividade de agua Naio proposto Nio proposto Nio proposto Nao proposto 0,52 20,80
(aw)
pH Nao proposto Nao proposto Nao proposto Nao proposto 29a45

2 Proposto Condutividade elétrica max. de 0,8 mS/cm, com excegdo de alguns méis florais.

b Méis de regides tropicais max. de 80,0 mg/Kg de HMF.
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Analises microbioldgicas do mel ndo sdo exigidas pela legislagdo nacional e
internacional, mas estabelecem que sejam seguidas praticas apropriadas de higiene na
manipula¢do do produto (BRASIL, 2000; CODEX, 2001). Embora o produto tenha
caracteristicas (umidade, pH, potencial de oxirredu¢do) que inibem a proliferagcdo de
microorganismos, estes podem ocorrer devido a fatores externos como praticas
inadequadas de manipulagdo e estocagem, e ainda por fontes primarias, entre elas solo,
trato digestivo da abelha, polen e néctar.

Naturalmente bolores e leveduras ocorrem no mel, mas s6 se desenvolvem em
condi¢oes adequadas de umidade e temperatura, podendo acelerar a fermentacdo
(ESTEVINHO et al., 2012). Por outro lado, agentes patogénicos como Samonella,
Escherichia coli, Clostridium botulinum também podem estar presentes no produto e

oferecem risco ao consumidor (SEBRAE, 2009).

2.4.1 Origem floral do mel

As caracteristicas do mel sdo variaveis conforme a espécie de abelha, origem
geografica e origem botanica do néctar. Méis podem ser monoflorais, biflorais ou
multiflorais/silvestres. Especialmente, os monoflorais sdo reconhecidos pela dominancia
de uma espécie nectarifera e por manter as mesmas caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas (BARTH, 2005). O mercado tem especial interesse na producao desse tipo
de mel pelo seu maior valor comercial se comparado ao mel silvestre, muito em funcao
da preferéncia do consumidor em escolher um produto diferenciado em cor, aroma, sabor
e potencialidades terapéuticas relacionadas a espécie botanica (RUOFF et al., 2007).

Muitos sdo os tipos de mel monofloral comercializados no mundo, em geral
obtidos em areas de vegetagdo homogénea e monoculturas. Na Europa, por exemplo, a
producdo ¢ atribuida a mais de 100 espécies botinicas, mas a maioria sdo formados
ocasionalmente ou possuem apenas interesse local, enquanto em torno de 15 tipos
ganham destaque em larga escala no mercado (PERSANO ODDO & PIRO, 2004). No
Brasil, os méis de laranjeira e eucalipto representam a maior parte da produgdo nacional
(CANO, 2002).

Ruoff et al. (2007) relatam que os méis monoflorais quase nunca sdo puros, €
geralmente contém contribui¢cdes menores de outras plantas; entdo o principal problema
na autenticacdo desses méis ¢ discriminar entre estes e os poliflorais, e ndo entre os

diferentes méis uniflorais.



22

A origem botanica do mel no mercado europeu ¢ determinada por uma série de
critérios avaliativos, os quais comparam diferentes méis, até que se chegue a um perfil
que descreva um mel monofloral diferenciado dos demais. Para isso sdo feitas anélises
sensoriais ¢ melissopalinologicas, ¢ métodos fisico-quimicos classicos sobre cor,
condutividade elétrica, razao glicose/frutose, sacarose, atividade enzimatica, aminoacido
prolina, rotacdo Optica, pH e acidez, além de pesquisas mais elaboradas sobre polifenois
(flavonodides e acidos fenolicos), compostos aromaticos, espectroscopia de massa, etc.

(BOGDANOV et al., 2004).

2.4.2 Melissopalinologia

A identifica¢ao dos graos de pdlens encontrados no mel ¢ o método mais usual
para conhecer as plantas visitadas pelas abelhas para coleta de néctar. Esta identificagdo
¢ um tanto complexa, pois requer um grande conhecimento da vegetagdo da regido de
origem do mel para se chegar as espécies florais, € ndo raramente se usa o termo “tipo
polinico”, para englobar graos de polens iguais ou bastante semelhantes pertencentes as
espécies do mesmo género ou familia (BARTH, 1989).

A técnica mais usual para preparacao das amostras de mel segue o método europeu
sem o uso de acetolise (LOUVEAUX et al., 1978), que permite verificar além dos pdlens,
aspectos do citoplasma e presenca ou ndo de 6leos, e ajuda na certificacdo de qualidade
do produto pela observagdo da presenga ou auséncia de varios elementos figurados como
bactérias, fungos, p6 mineral, fuligem ou graos de amido (BARTH, 1989). Mas o uso da
acetolise (ERDTMAN, 1960) também ¢ comum, pois ajuda a observar melhor as
caracteristicas morfologicas da membrana externa dos graos de polen, facilitando a
identificacdo da espécie vegetal. Absy et al. (2018) apoiam o uso desse método, devido a
alta biodiversidade das plantas na Regido Amazdnica e o elevado numero de plantas
visitadas pelas abelhas.

O levantamento do nimero de espécies (qualitativo) e a frequéncia de cada uma
(quantitativo) representa o espectro polinico do mel. Nas amostras ocorrem polens
pertencentes a plantas produtoras de néctar (nectariferas), mas também graos de plantas
anemofilas ou poliniferas, muito produtoras de pélen (BARTH, 1989). Os graos das
espécies poliniferas sdo importantes para demonstrar preferéncias florais da abelha para
coleta desse recurso. J& os polens de plantas anemofilas geralmente ocorrem por
contaminacao dos proprios nectarios das flores (BARTH, 1989). Para Barth (2005; et al.,

2012) e Von Der Ohe et al. (2014) é recomendado realizar o agrupamento quantitativo
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somente das possiveis espécies produtoras de néctar, para se chegar a contribuicao real
das plantas na formag¢ao do mel.

Usualmente a importancia da espécie botanica nas amostras de mel segue os
critérios adotados por Louveaux et al. (1978), que definem a representatividade segundo
a frequéncia relativa dos grios de polen em: Dominante, aquele que possui mais de 45%
dos graos contados; Acessorio, quando aparece na frequéncia de 15 a 45%; Isolado
importante, de 3 a 15% e Isolado ocasional, inferior a 3%. Geralmente tipos polinicos
com mais de 45% da contagem, caracterizam as amostras como mel monofloral.

Estes méis monoflorais procedem de flores de uma mesma familia, género e,
sobretudo, espécie (BARTH, 2005). Nao raramente alguns méis monoflorais possuem
sub-representagdo do podlen das plantas nectariferas, como o caso de méis de Citrus,
Hyptis e Acacia, em que o tipo polinico pode ocorrer abaixo de 20% do total de graos
contados; ou ainda espécies muito poliniferas, mas que oferecem pouco néctar que para
ser considerado uma amostra unifloral precisa ter super-representagdo acima de 90%,
como méis de Eucalyptus e algumas Mimosa (BARTH, 1989). Em contraponto, os méis
multiflorais ou silvestres sdo obtidos de diferentes origens botdnicas, ¢ ndo apresentam
um polen dominante (BARTH, 2004).

Listamos abaixo algumas plantas nativas do Brasil identificadas por trabalhos

melissopalinoldgicos com potencial para producao de mel (Tabela 02).

Tabela 02. Espécies vegetais nativas com dominancia polinica em algumas amostras de

méis produzidos no Brasil.

ESPECIES VEGETAIS ABELHA REGIAO REFERENCIA
Alternanthera tenella, Apis mellifera Nordeste (CE) Freitas, 2001
Amaranthaceae

Anadenanthera colubrina, Melipona subnitida Nordeste (PB) Silva et al., 2014

Fabaceae (angico)

Borreria verticillata, Rubiaceac  A. mellifera Sudeste (RJ), Barth, 1970; Oliveira et al.,
(vassourinha de bot&o) Norte (PA) 1998

Brassica, Brassicaceae Melipona fasciculata, A. Nordeste (MA); Barth et al., 2012; Cruz et

mellifera Sul al., 2014

Copaifera, Fabaceae Melipona rufiventris, Sudeste (MG) Calaga, 2011
Melipona
quinquefasciata
Croton heliotropiifolius, M. subnitida, M. Nordeste (RN) Sousa et al., 2016
Euphorbiaceae (velame branco)  scutellaris (PB)
Croton, Euphorbiaceae A. mellifera Sudeste (SP, Barth, 2004; Barros et al.,

(capixingui)

RJ), Nordeste
(P

2010; Borges et al., 2014



Eichhornia, Pontederiaceae
(aguape)

Eucalyptus spp., Myrtaceae
(eucalipto)

Gochnatia, Asteraceae
(cambara)

Humiria balsamifera,
Humiriaceae (mirim)
Hyptis umbrosa, Lamiaceae
Julocroton triqueter,
Euphorbiaceae (morrdo de
candeia)

Matayba (Sapindaceae)

Mimosa arenosa, Fabaceae
(jurema branca)

Mimosa caesalpiniifolia,
Fabaceae (sabia)

Mimosa pudica, Fabaceae

Mimosa quadrivalvis, Fabaceae
(malicia)
Mimosa scabrella, Fabaceae

Mimosa verrucosa, Fabaceae

Paullinia cupana var. sorbilis,
Sapindaceae (guaranazeiro)

Piptadenia sp., Fabaceae

Pityrocarpa moniliformis,
Fabaceae

Pontederia parviflora,
Pontederiaceae

Protium, Burseraceae (breu
branco)

Schinus, Anacardiaceae
(aroeira)

Tapirira, Anacardiaceae

Vernonia, Asteraceae (assa-
peixe)

Ziziphus joazeiro, Rhamnaceae
(juazeiro)

M. fasciculata

A. mellifera

A. mellifera
M. subnitida

A. mellifera
A. mellifera

A. mellifera

M. subnitida, M.
scutellaris
M. subnitida, A. mellifera

A. mellifera

M. subnitida, M.
scutellaris

Melipona marginata, A.
mellifera

M. subnitida

Apis mellifera,
Scaptotrigona, Melipona
seminigra

A. mellifera

A. mellifera

M. fasciculata

Melipona seminigra
Tetragonisca angustula
Melipona quadrifasciata,
M. rufiventris

A. mellifera

M. subnitida, M.
scutellaris

Nordeste (MA)

Sudeste,
Nordeste (CE),
Sul

Sudeste (RJ,
MGQG)

Nordeste (MA)

Sudeste (RJ)
Sudeste (RJ)

Sudeste

Nordeste (RN)
(PB)

Nordeste (RN)
(PI), Sudeste
Nordeste (PI)

Nordeste (RN)
(PB)

Sul (PR),
Sudeste (MG)
Nordeste (PB)

Centro-Oeste
(MT)

Nordeste (PI)
Nordeste (PI)

Nordeste (MA)
Norte (PA)
Nordeste (BA)
Norte (PA)
Sudeste (SP,
RJ)

Nordeste (RN)
(PB)
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Lopes et al., 2011

Barth, 2004; Freitas, 2001;
Cruz et al., 2014

Sant’ana et al., 2012
Pinto et al., 2014

Barth, 1970
Sant’ana et al., 2012

Barth, 2004
Sousa et al., 2016

Barth, 2004; Barth et al.,
2012; Jesus et al. 2014
Jesus et al., 2014

Sousa et al., 2016
Borsato et al., 2014; Barth,

1970
Barth et al., 2012

Fujii et al., 2009

Sodré et al., 2008

Jesus et al., 2014

Martins et al., 2011

Barth et al., 2012

Novais et al., 2013

Barth et al., 2012

Barth, 2004; Barros et al.,

2010
Sousa et al., 2016

2.4.3 Estudos sobre o Mel Maranhense

Pesquisas sobre caracteristicas e componentes do mel maranhense tém avangado

nos ultimos anos. A seguir listamos alguns trabalhos encontrados no Google Scholar que

apresentam algum resultado sobre o mel produzido no estado (Tabela 03).



Tabela 03. Pesquisas realizadas com mel produzido do Maranhéo.
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ESPECIES LOCAL DE ANALISE AN. FISICO- ANALISES ANALISES OUTRAS  REFERENCIAS
DE ABELHA  PROCEDENCIA POLINICA QUIMICAS SENSORIAIS ~ MICROBIOLOGICAS  ANALISES
CLASSICAS
M. fasciculata 6 municipios (Sao Luis X Oliveira et al., 2005
¢ Baixada Maranhense)
M. fasciculata 6 municipios (Sao Luis X Oliveira et al., 2006
¢ Baixada Maranhense)
A. mellifera Itapecuru-Mirim X Muniz & Brito,
2007
A. mellifera 21 municipios em 5 X Bayma et al., 2010
messorregides
M. fasciculata 9 municipios (Baixada X Lopes et al., 2011
Maranhense)
A. mellifera Santa Luzia do Parua X Marques et al.,
2011
M. fasciculata  Palmeirandia X Martins et al., 2011
M. fasciculata - Vitetal., 2011
M. fasciculata  Cerrado (5 municipios) X Holanda et al.,
2012
A. mellifera 15 municipios (Alto X X Santos Filho, 2012
Turi)
M. fasciculata 5 municipios (litoral X Deliza & Vit, 2013
oriental)
A. mellifera Sao Luis X Saraiva et al., 2013
M. fasciculata - X Schievano et al.,
2013
M. fasciculata - X Tomas-Barberan et
al., 2013
M. fasciculata  Belagua X Vit et al., 2013



M. subnitida
M. fasciculata

A. mellifera
A. mellifera
A. mellifera
M. fasciculata
A. mellifera,
M. fasciculata
M. fasciculata

M. fasciculata
A. mellifera,
M. fasciculata
M. fasciculata
A. mellifera
M. fasciculata,

M. subnitida
A. mellifera

Caxias
Barreirinhas
Cerrado (5 municipios)

5 municipios
Carolina

Carolina

Anajatuba

Baixada Maranhense

2 regides (Baixada
Maranhense e Litoral)
2 microrregides
(Pindaré e Gurupi)

2 regides (Baixada
Maranhense ¢ Litoral)
6 municipios (Baixada
Maranhense)

3 localidades
(Norte/Leste)
Barreirinhas

3 municipios (Regido
amazoOnica)
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Pereira et al., 2014
Pinto et al., 2014
Holanda et al.,
2015

Lima et al., 2015
Sousa ct al., 2016
Carvalho, 2017
Oliveira et al., 2017
Tendrio et al., 2017

Fernandes et al.,
2018
Sousa, 2018

Fernandes et al.,
2020

Fernandes et al.,
2020
Silveira-Janior et
al., 2020

Pinto et al., 2020

Sousa et al., 2020

- Indefinido.
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3. OBJETIVOS
3.1 Geral

Investigar a ecologia da polinizagdo de Humiria balsamifera, sobre aspectos da
fenologia reprodutiva, biologia floral, sistema reprodutivo e visitantes florais, ¢
identificar a origem floral e aspectos fisico-quimicos do mel de abelhas sem ferrdo

provenientes de areas onde essa planta ocorre no Maranhao.

3.2 Especificos

Capitulo 01

= Analisar a fenologia reprodutiva de Humiria balsamifera var. floribunda,

= (Caracterizar aspectos de biologia floral — antese, receptividade do estigma e oferta de
néctar;

= Definir o sistema reprodutivo da espécie;

= [dentificar os visitantes florais/polinizadores.

Capitulo 02

= Caracterizar o padrio de atividade diaria e sazonal das abelhas nas flores da planta;

= Identificar o polen transportado pelas abelhas no momento de visita a H. balsamifera,
e com isso estabelecer a rede de interacao com a flora local.

Capitulo 03

= Identificar o espectro polinico do mel de Melipona subnitida e M. fasciculata durante
o periodo de um ano;

= Estabelecer a frequéncia dos polens apenas das espécies que ofertam néctar.

Capitulo 04

= Realizar analise palinologica de amostras de mel de Melipona subnitida, Melipona
fasciculata, Melipona flavolineata e Apis mellifera, criadas em Barreirinhas, Belagua
¢ Morros, cidades onde Humiria balsamifera é frequentemente encontrada;

= Analisar as caracteristicas fisico-quimicas dos méis quanto a cor, HMF, diastase,
acucares redutores, teor de umidade, condutividade elétrica, cinzas, pH e acidez;

= Verificar a concentragdo de compostos fenolicos, flavondides e atividade antioxidante
das amostras;

= Examinar a qualidade dos méis quanto a presenca de microorganismos;

= Entender se as caracteristicas fisico-quimicas e biologicas se correlacionam com as

abelhas, origem botanica e regides produtoras.
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4. JUSTIFICATIVA

O estado do Maranhdo, devido a sua localizagdo entre a Floresta Amazonica,
Cerrado e Caatinga, apresenta diversos ecossistemas, o que reflete numa rica composicao
de fauna ¢ flora (REBELO & SILVA, 1999). Conhecer ¢ entender a biodiversidade do
estado ¢ um passo importante para o desenvolvimento de politicas de conservagao e
exploragdo racional de plantas e animais.

A espécie Humiria balsamifera merece especial atengdo pela sua alta incidéncia na
vegetacdo de restinga do Maranhdo (CARVALHO et al., 2019), e por ser considerada
colonizadora desses ambientes, pobres em nutrientes no solo (MENDONCA et al., 2017).
Isto pode atender a programas de reflorestamento desse ecossistema costeiro,
historicamente afetado por agdes antrdpicas.

Com contribuicdo vital para manutencdo da fauna, a espécie produz frutos
comestiveis muito apreciados para consumo humano e que sao a base da cadeia alimentar
de inumeros animais selvagens (JARDIM, 2011). O tronco da planta ¢ um substrato
adequado de nidificacdo para abelhas sem ferrdo (REGO et al., 2017), algo essencial para
reproducdo e propagacgdo desses insetos na natureza.

Como foco desta pesquisa, a espécie tem como caracteristica uma florada longa,
com producdo de flores nectariferas reunidas em numerosas inflorescéncias
(CAVALCANTE, 2010), que por sua vez atrai uma diversa quantidade de visitantes
florais. Por meio de estudos sobre ecologia de polinizacdo ¢ possivel compreender como
ocorrem essas interagdes entre planta-polinizadores e como estes contribuem para
integridade estrutural e funcional de ecossistemas naturais. Para Carvalho et al. (2019),
H. balsamifera tem potencial para enriquecer sistemas agroflorestais.

Em todo o estado do Maranhao, espécies de abelhas sem ferrdo sdo manejadas ha
bastante tempo por criadores rurais. A atividade ¢ importante no aspecto ambiental por
preservar as espécies de abelhas nativas e a flora local, e a0 mesmo tempo como atividade
socioecondmica por gerar renda aos criadores. Mas a pratica ainda ¢ realizada de maneira
incipiente e pouco organizada. Como espécies de Meliponini necessitam de continua
oferta de recursos florais, ¢ necessario entender suas preferéncias florais para sustentar
uma meliponicultura produtiva. Nesse contexto, H. balsamifera pode ser uma planta-
chave para incrementar o pasto apicola, pois ¢ considerada fonte de néctar para producao
de mel de Melipona spp. (REGO et al., 2017; FERNANDES et al., 2020), e contribui para
as caracteristicas sensoriais do mel (sabor, aroma e coloragdo) das areas onde a planta

ocorre (CARVALHO et al., 2019).
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As pesquisas sobre o mel maranhense tém aumentado nos ltimos anos, mas ainda
necessita de mais aprofundamento sobre sua origem ¢ qualidade. Até o presente momento
pouco se sabe sobre a real contribui¢do da flora nativa do Maranhao para formagao do
mel das abelhas nativas, ¢ nisto se inclui o desconhecimento sobre o mel produzido a
partir do “mirim”. Assim, estudos referentes a palinologia e propriedades fisico-quimicas
do mel oriundos de areas onde Humiria balsamifera estd presente, deve ampliar o
conhecimento a respeito do produto. Particularmente, estudos sobre o mel de abelhas sem
ferrdo também contribuem de sobremaneira para que o conhecimento acumulado das
varias abelhas e localidades, possibilite no futuro o estabelecimento de normas
reguladoras para sua comercializacdo, pois atualmente ndo € previsto o comércio em larga
escala como acontece com o mel de Apis mellifera (CAMARGO et al., 2017).

Como atualmente os polinizadores estdo em declinio em varias partes do mundo,
isso atrelado a perda da vegetagdo nativa ¢ um risco para os ecossistemas. Humiria
balsamifera é considerada uma planta que precisa de agentes bidticos para poliniza¢do
(HOLANDA et al., 2015), entdo ¢ possivel que ambientes em que a espécie esteja
diretamente relacionada com a meliponicultura se sobressaia nesse aspecto. Ao mesmo

tempo que se beneficia da polinizacdo, propicia o sustento dessas abelhas.
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Capitulo 01

Fenologia e biologia da polinizacao de Humiria balsamifera var.

floribunda (Humiriaceae) no litoral do Maranhao, Brasil
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FENOLOGIA E BIOLOGIA DA POLINIZAGAO DE HUMIRIA BALSAMIFERA
VAR. FLORIBUNDA (HUMIRIACEAE) NO LITORAL DO MARANHAO,
BRASIL

Rafael Sousa Pinto’
Joana Viviane dos Anjos?

Patricia Maia Correia de Albuquerque?

Resumo

O estudo teve como objetivo avaliar os eventos fenolégicos de floragcao e
frutificacdo, biologia floral, visitantes florais e sistema reprodutivo de H.
balsamifera var. floribunda, em uma area de restinga no Maranh&o, Brasil,
durante 2017. Em todo o periodo foi observada a producdo de botdes florais,
flores e frutos na populagao local. As fenofases n&o tiveram correlagdo com a
temperatura, umidade e pluviosidade, com excecdo da producdo de frutos
imaturos que aumentou nos meses mais secos. A espécie apresenta grande
numero de flores em inflorescéncias cimoso-paniculadas, que abrem a partir de
7:00h da manha, e duram menos de um dia. O néctar é o principal recurso
explorado pelas visitantes florais. Ao todo foram vistos 1393 individuos
distribuidos em 49 morfo-espécies, sendo 89% abelhas, entre elas espécies
sociais e Xylocopa cearensis como as mais abundantes. A atividade dos
visitantes se estendeu por todo o dia e meses do ano, mas a abundancia
aumentou com a floragdo e redugdo das chuvas. A espécie foi caracterizada
como xenogamica facultativa, com a necessidade vetores de polen para seu
sucesso reprodutivo. Este trabalho reforga dados sobre outras variedades de H.
balsamifera e demonstra a importancia ambiental da planta como mantenedora
da fauna.

Palavras-chave: Néctar, visitantes florais, autoincompatibilidade.
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INTRODUGAO

A familia Humiriaceae Juss. abrange oito géneros, com 55 espécies
distribuidas na América tropical, e uma espécie que ocorre disjuntamente no
oeste da Africa (Christenhusz et al., 2017). O género Humiria possui 4 espécies,
entre elas Humiria balsamifera (Aubl.) A. St.-Hil. encontrada no Brasil, Coldmbia,
Guiana Francesa, Guiana, Suriname e Venezuela (Giordano, 1996). Essa
espécie no Brasil esta distribuida desde a regido Norte até o Sudeste, nos
dominios fitogeograficos da Amazénia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica
(Medeiros et al., 2015).

A espécie H. balsamifera possui importancia econémica e ecoldgica, seja
pela utilizagdo de sua madeira (Cummings et al., 2018), quanto pelos seus frutos
drupaceos que servem de alimentos para diversas aves, répteis e mamiferos,
entre eles o ser humano (Cummings et al., 2018). Ainda, foi verificada seu valor
ambiental como substrato de nidificagdo para abelhas sem ferrdo (Régo et al.,
2017) e para produgdo de mel (Pinto et al., 2014), em fungdo da grande
abundancia de inflorescéncias com flores nectariferas.

A plasticidade fenotipica com habitos de vida arbustivo e arbéreo sao
verificados para Humiria balsamifera conforme o habitat em que ocorre
(Cavalcante, 2010). Uma particularidade da espécie é seu complexo
infraespecifico com 14 variedades, que se diferenciam principalmente pela forma
da folha e do endocarpo (Cuatrecasas, 1961). Na regido Amazbnica as
variedades mais comuns sao balsamifera (var. typica), guianensis e floribunda
(Cavalcante, 2010), sendo a etimologia desta ultima devido a sua abundéancia de
flores (Giordano, 1996). H. balsamifera var. floribunda (Martius) Cuatr. pode ser
encontrada em matas, mas particularmente ocorre em solos de areia branca
misturado com um pouco de humus (Cavalcante, 2010), como campina e
restinga. Essa variedade estda mais largamente dispersa na Amazénia, mas
ocorre de maneira reduzida até o Rio de Janeiro, onde predomina a variedade
parvifolia (Giordano, 1996).

Sabe-se que H. balsamifera € uma espécie com periodo prolongado de
floracéo e recebe a visita de inumeros visitantes florais, mas estas caracteristicas
podem mudar geograficamente (Cavalcante, 2010). Estudos de biologia da
polinizagdo com a espécie foram realizados com a variedade parvifolia na Bahia

(Costa & Ramalho, 2001) e com guianensis e balsamifera f. attenuata em
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Roraima (Holanda et al., 2015). Essas pesquisas sao importantes para fornecer
informacgdes das fenofases reprodutivas das plantas e a influéncia ambiental,
aspectos de biologia floral, sistema reprodutivo e a relacédo da espécie com os
visitantes florais, a fim de compreender taxas de cruzamento, comportamento
dos polinizadores, manuten¢do do fluxo génico intraespecifico (Dafni, 1992;
Kearns et al., 1998), além de dar suporte para manejo adequado para
preservacao da fauna e flora nativas (Silva et al., 2007).

Dada a ampla distribuigcdo territorial da espécie e complexidade de
variedades, o objetivo deste estudo foi caracterizar a fenologia reprodutiva,
biologia floral, sistema reprodutivo e visitantes florais de Humiria balsamifera var.

floribunda em uma area do litoral do Maranhao, Brasil.

MATERIAIS E METODOS
Area de Estudo

O estudo foi realizado em Barreirinhas, Maranho, Brasil, dentro da area
do Parque Nacional dos Lengdis Maranhenses — PNLM (Fig. 1). O clima da
regido € tropical megatérmico, com temperatura meédia anual em torno de
28,5°C, umidade relativa do ar média de 79%, e pluviosidade anual média de
1.800 mm, com as chuvas concentradas de janeiro a junho e os meses mais
secos de julho a dezembro (Mendes et al., 2017). O PNLM possui area de
155.000 ha, e a vegetacgdo ocupa 453,28 km?, dos quais 89% é caracterizada
como do tipo restinga, e 10,2% e 4% como manguezais e matas ciliares,
respectivamente (Castro & Piorski, 2002).

Na area de estudo predomina a vegetacgéo arbustiva de restinga (Fig. 2a).
Esse tipo de vegetacdo do PNLM esta adaptado a solos com baixa umidade e
disponibilidade de nutrientes, e algumas das principais espécies vegetais sao
Humiria balsamifera e Byrsonima sp. (Amaral et al., 2019). A variedade H.
balsamifera var. floribunda foi confirmada por pesquisadores do Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazbnia (INPA). Na regido, a planta apresenta
habito predominantemente arbustivo (Fig. 2b), com poucos individuos de porte
arboreo (Fig. 2c).

Coleta de dados
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O estudo foi feito mensalmente de janeiro a dezembro de 2017. A
temperatura e umidade relativa do ar da regido foram obtidos automaticamente
a cada meia hora com datalogger (Icel — HT 4000). A precipitagcao pluvial foi
obtida da estacao do Instituto Nacional de Meteorologia — INMET Chapadinha
(n° 82.382) (INMET, 2018).

A analise fenoldgica da planta ocorreu em 20 individuos selecionados
aleatoriamente, com distancia minima de 20 metros entre eles. As fenofases
observadas foram emissao de botdes, flores, frutos imaturos e frutos maduros.
As porcentagens de intensidade de cada fenofase foram consideradas conforme
a metodologia de Fournier (1974), em que séo estimadas uma escala intervalar
semiquantitativa em cinco categorias (0 a 4), com intervalo de 25% entre elas: 0
= auséncia da fenofase; 1 =1% a 25%; 2 = 26% a 50%; 3=51% a 75%; 4 = 76%
a 100%. Assim, em cada més foi calculada a seguinte formula: %Fournier =
>fenofase x 100 / Nx4, onde Zfenofase correspondeu a soma das intensidades
fenolégicas de todos dos individuos e N ao numero total de individuos (N = 20).

As principais caracteristicas da biologia floral foram descritas. Foi
quantificado o numero de flores por inflorescéncia (n = 60), e a média de flores
abertas por dia em cada inflorescéncia (n = 20). Por meio de observagao direta
foi definido o tipo de recompensa floral aos visitantes. Botdes florais isolados
com tecido voile (n = 40) serviram para acompanhar o inicio, sequéncia e
duracao da antese, e a receptividade estigmatica foi testada com solucao de
permanganato de potassio (KMnOa4) 0,25% (Dafni, 1992). A viabilidade dos gréos
de pdlen foi realizada com carmim acético a 2%, logo apds a deiscéncia de 10
flores (Dafni, 1992). A avaliacdo subjetiva da produg¢ao de odores foi feita através
da caracterizacao olfativa, apés manter flores fechadas em um vidro por 20
minutos. O volume de néctar foi mensurado a partir de flores isoladas em pré-
antese com microcapilar de 2ul (Corbet, 2003) e a concentragao de agucares no
néctar foi calculada com refratdmetro portatil Milwaukee (escala de 0% a 85%
Brix).

O sistema reprodutivo foi analisado com botdes em pré-antese, que
foram submetidos aos experimentos, e apds isso foram isolados com tecido
voile: 1. Agamospermia ou apomixia (formagao de sementes sem fusao sexual
entre gametas) — botdes tiveram os estiletes cortados (n = 40). 2. Autogamia

(autopolinizagao esponténea) — botées foram apenas isolados (n = 977). 3.
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Autogamia induzida (autopolinizagdo manual) — transferido polen para o estigma
da propria flor (n = 120). 4. Geitonogamia (polinizagdo cruzada) — estigma
recebeu polen de uma flor de outra inflorescéncia, mas do mesmo individuo (n =
80). 5. Xenogamia (polinizagao cruzada) — estigma recebeu pélen de uma flor de
individuo diferente (n = 84). 6. Polinizagao natural (controle) — neste caso botdes
foram marcados e mantidos expostos ao ambiente (n = 868). Todas os testes
foram acompanhados até a formacao ou néo dos frutos. O “indice de auto-
incompatibilidade” — I1S| foi obtido pela divisao do percentual de frutos resultantes
de autopolinizac¢des pelo percentual de frutos formados por xenogamia (Bullock,
1985). A “eficiéncia reprodutiva” — RE foi obtida pela divisdo do percentual de
frutos provenientes de polinizacdo natural pelo percentual de frutos por
xenogamia (Zapata & Arroyo, 1978).

Mensalmente, os visitantes florais foram observados e coletados desde o
crepusculo matinal até o anoitecer, por 40 minutos/hora, entre 5:00h as 19:00h.
O comportamento foi avaliado em relacdo ao modo de abordar a flor e atividade
de coleta de recursos, definindo assim em categorias: 1. Polinizadores efetivos
(PE) — aquele capazes de tocar os 6rgaos sexuais com alta frequéncia. 2.
Polinizadores ocasionais (PO) — aqueles capazes de tocar as anteras e a
superficie estigmatica, mas observados com baixa frequéncia nas flores. 3.
Pilhadores (Pl) — visitantes que retiram o recurso sem tocar as anteras e o
estigma. Os insetos foram coletados com o auxilio de rede entomoldgica apos
visitas as flores, sacrificados com acetato de etila e colocados em frascos

etiquetados.

Andlise de dados

A relacdo das fenofases reprodutivas (botdes, flores, frutos imaturos e
frutos maduros) com os fatores climaticos (temperatura, umidade relativa e
precipitagdo) foi analisada pela correlagdo de Spearman (p = 0,05). Uma
regressao linear simples foi utilizada para comparar a riqueza e abundancia de

visitantes florais com a intensidade de floragéo e a pluviosidade (p = 0,05).
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RESULTADOS
Fenologia
A populacdo de H. balsamifera var. floribunda apresentou producgao
simultdnea de botdes, flores e frutos. Botdes florais e flores ocorreram em todos
os meses de 2017, com pico em junho para as duas fenofases. A frutificagao
também foi verificada em todos o periodo analisado, mas o pico de frutos
imaturos ocorreu em agosto e o pico de frutos maduros em setembro (Fig. 3a).
A analise de correlagao indicou apenas significancia da produgao de
frutos verdes com a temperatura (rs = 0,59), umidade (rs = -0,81) e pluviosidade
(rs = -0,71). As demais fenofases nao foram correlacionadas com nenhuma
variavel climatica (p > 0,05) (Tabela 01). Os dados climaticos da regido séo

apresentados na Figura 3b.

Tabela 1. Correlagéo de Spearman entre as fenofases reprodutivas de Humiria
balsamifera var. floribunda e os dados climaticos, em 2017, no Parque Nacional

dos Lencgdis Maranhenses, Brasil.

Fenofases Temperatura Umidade relativa Pluviosidade
Botao floral 0,028 -0,134 -0,254
Flor 0,000 -0,169 -0,332
Fruto imaturo 0,649* -0,881* -0,884*
Fruto maduro 0,495 -0,435 -0,233

* Nivel de significancia de p < 0,05.

Biologia floral

As flores de H. balsamifera var. floribunda séo hermafroditas, brancas,
pentameras, actinomorfas e pequenas (~5mm), com cerca de 22 a 134 botdes
florais (média 57,46 + 23,21) reunidas em inflorescéncias cimoso-paniculadas
(cacho de cachos) axilar ou subterminal. Os 6rgdos sexuais estdo expostos,
tendo o androceu 20 estames eretos unidos alternados em 10 maiores e 10
menores, e 0 gineceu possui estigma capitado 5-lobulado. As flores possuem
anteras e estigma proporcionalmente na mesma altura (homostilia).

As flores ndo tém um padrdo de abertura na inflorescéncia, podendo
ocorrer em qualquer parte intercalada com botbes florais em desenvolvimento.

A disponibilidade diaria de flores é de duas a 11 flores/inflorescéncia/dia. A
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antese floral comega de maneira lenta a partir de 7:00h, com algumas flores s6
apresentando separacgao total das pétalas por volta de 10:00h.

Desde o inicio da antese o estigma esta receptivo, e o polen disponivel
aos visitantes florais (homogamia). Os graos de pdlen sdo amarelos, ménades,
tricolporados, tamanho médio, com alta viabilidade polinica (96,8%). Cerca de
8h apos a antese, as anteras comecam a se desprender, o estigma perde a
receptividade, e ao final da tarde, as pétalas comecam a se desprender
facilmente, tendo a flor a duracdo de menos de um dia. Os estames murchos, o
ovario e a calice permanecem no dia seguinte quando ha fecundacao; em certas
flores as pétalas s6 caem totalmente no dia seguinte.

O odor adocicado liberado pelas flores foi observado desde o momento
da antese até o final do dia, funcionando como atrativo a longa distancia. As
flores apresentam disco nectarifero circundando a base do ovario, com baixo
volume de néctar disponivel ~0,35 uL e com concentragao brix de 28,80%. A
oferta de néctar € constante, mas a produgao decai ao longo do tempo. Apesar
do polen de facil acesso, ele é reduzido por flor, e o principal recurso coletado

pelos visitantes florais é o néctar.

Sistema reprodutivo

Os resultados dos testes de sistema reprodutivo sdo apresentados na
tabela 2. Humiria balsamifera var. floribunda nao apresentou reproducido por
apomixia, ou seja, sem a presengca de graos de pdlen. Nos testes de
autopolinizagao espontédnea e autopolinizagdo manual ocorreu reduzida
producdo de frutos (<1%), e foi um pouco maior no experimento de
geitonogamia, com autopolinizagdo entre flores de diferentes inflorescéncias
(10%).

O maior sucesso de frutificagdo ocorreu na polinizagao cruzada entre
diferentes individuos com 52,4% de formacgéao de frutos. O calculo do indice de
auto-incompatibilidade foi de 0,23, inferior ao minimo de autocompatibilidade
(0,25) (Bullock, 1985). A alta taxa de cruzamento e baixa formagao de frutos por
autopolinizagdo, indica que a variedade é xendgama facultativa, com
necessidade de agentes externos (polinizadores). Considerando o percentual de

formacgao de frutos por polinizagdo controle e cruzada, o indice de eficiéncia
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reprodutiva foi de 0,244, valor relativamente baixo de eficiéncia dos polinizadores

naturais.

Tabela 2. Producdo de frutos pelos testes de sistema reprodutivo de H.

balsamifera var. floribunda.

Testes Flores Frutos formados Frequéncia (%)
Agamospermia 40 0 0,0

Autogamia espontanea 977 1 0,1

Autogamia induzida 120 1 0,8
Geitonogamia 80 8 10,0
Xenogamia 84 44 52,4
Polinizag&o natural (controle) 868 111 12,8

Visitantes florais

Foram registradas visitas de 49 espécies (morfotipos) as flores de Humiria
balsamifera var. floribunda (Fig. 4), com total de 1383 individuos, sendo 89%
abelhas, 6,44% vespas, 2,46% dipteras, 1,37% borboletas, 0,29% besouros,
0,22% formigas e 0,22% beija-flores (Tabela 3). Os meses de julho e abril tiveram
0 maior numero de espécies registradas, 26 e 24, respectivamente, enquanto de
agosto a novembro ocorreram somente 9 espécies (Fig. 5). As abelhas Melipona
(Melipona) subnitida (37,24%), Apis mellifera (26,54%), Xylocopa (Neoxylocopa)
cearensis (9,54%) e Melipona (Melikerria) fasciculata (7,66%) tiveram a maior
frequéncia de visitas e foram os Unicos visitantes registrados nos 12 meses.

As guildas de visitantes florais ndo apresentam comportamento distinto,
com registro de Hymenoptera, Diptera e Lepidoptera a qualquer horario do dia
(Tabela 3). Particularmente, as abelhas Megalopta amoena e Xylocopa
cearensis foram registradas nos horarios crepusculares, mas a primeira foi vista
forrageando somente em baixa incidéncia luminosidade e em um periodo restrito
de no maximo 30 minutos. O néctar foi o principal recurso procurado pelos
visitantes florais, por ser de facil acesso independente do comprimento do
aparelho bucal dos insetos.

As espécies de abelhas foram consideradas os principais polinizadores
efetivos/ocasionais da planta por tocarem com frequéncia os érgaos reprodutivos
da flor e se locomoverem entre os individuos. Elas pousavam diretamente na

flor, introduzindo a glossa entre os estames, tateando o nectario em busca de
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néctar, e ao fazer isso, ficavam com gréos de poélen aderido a cabega, parte
ventral e/ou perna, sobretudo no periodo da manha e inicio da tarde quando
estavam mais abundantes nas anteras. Em particular as espécies de abelhas
sociais permaneciam mais tempo explorando as inflorescéncias do mesmo
individuo.

Borboletas foram vistas ocasionalmente nas flores e se locomoviam
rapidamente entre os individuos. Alguns representantes de dipteras e vespas
permaneciam mais tempo nas inflorescéncias que abelhas. Sete morfotipos de
Diptera foram registrados somente entre os meses de janeiro a julho, a unica
excecao foi Bombyliidae sp.1 que ocorreu também em outubro.

A analise de regressao linear demonstrou que a riqueza de visitantes
florais em cada més nao teve correlagdo com a floragéo e pluviosidade (Fig. 6a
e 6b), mas o numero de visitantes registrados aumentou com a floragdo e

redugao das chuvas na regiao (Fig. 6¢ e 6d).

Tabela 3. Visitantes florais de H. balsamifera var. floribunda em uma area de
restinga arbustiva, Maranh&o, Brasil. Fungao: PE — polinizador efetivo, PO —

polinizador ocasional, Pl — pilhador de néctar.

Espécies Total Meses Horarios Funcéao

Hymenoptera: Abelhas (17)

Apis mellifera Linnaeus, 1758 367 12 (Jan-Dez) 6h-18h PE
Augochlora sp. 1 1 (Dez) Sh PO
Augochloropsis sp. 1 1 (Jun) 10h PO
Centris (Centris) caxiensis Ducke, 1907 17 5 (Mai/Jul-Out) 6h-11h/13h PO
Centris (Centris) decolorata Lepeletier, 1841 1 1 (Jul) 8h PO
Centris (Centris) flavifrons (Fabricius, 1775) 2 2 (Abr/Jun) 8h PO
Centris (Melacentris) rhodoprocta Moure & Seabra, 1 1 (Set) 14h PO
1960

Ceratina (Crewella) sp. 7 4 (Jan- 7h/9h/13h PO

Fev/Jul/Dez)

Dialictus sp. 3 1 (Jul) 15h-16h PI
Exomalopsis (Exomalopsis) analis Spinola, 1853 14 2 (Jun-Jul) 7h/14h-17h PO
Megalopta amoena (Spinola, 1853) 45 9 (Abr-Dez) 5h/17h-18h Pl
Melipona (Melikerria) fasciculata Smith, 1854 106 12 (Jan-Dez) 8h-17h PE
Melipona (Melipona) subnitida Ducke, 1910 515 12 (Jan-Dez) 6h-17h PE

Pseudaugochlora pandora (Smith, 1853) 3 2 (Mai/Jul) 9h-10h/15h PO



Trigonopedia sp.

Xylocopa (Neoxylocopa) cearensis Ducke, 1910

Xylocopa (Neoxylocopa) grisescens Lepeletier, 1841

Hymenoptera: Vespas (11)
Pepsis decorata Perty, 1833

Pepsis sp.2

Polistes canadensis (Linnaeus, 1758)
Polistes carnifex (Fabricius, 1775)
Polybia (Myrapetra) sp.2

Polybia sericea (Olivier, 1792)
Synoeca surinama (Linnaeus, 1767)
Thynnidae sp.

Zethus mexicanus (Linnaeus, 1767)
Morfotipo sp.02

Morfotipo sp.03

Hymenoptera: Formigas (1)
Cephalotes sp.

Diptera (8)

Bombyliidae sp.1

Bombyliidae sp.2

Chrysomya sp.

Copestylum sp.

Palpada sp.1

Palpada sp.2

Sarcophagidae sp.

Tabanidae sp.

Lepidoptera (10)

Aphrissa sp.

Ascia monuste (Linnaeus, 1764)
Calycopis sp.

Heraclides sp.

Hesperiidae sp.1

Hesperiidae sp.2

Pseudolycaena marsyas (Linnaeus, 1758)
Morfotipo sp.03

Morfotipo sp.04

Morfotipo sp.05
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4 (Abr/Jun-Jul/Dez)

1 (Abr)

1 (Abr)

3 (Fev-Abr)
9 (Mar-Nov)
2 (Abr/Jul)
2 (Nov-Dez)
2 (Fev/Jul)
2 (Jan/Nov)
2 (Jan/Set)

2 (Jan/Abr)

2 (Jul/Out)

1 (Jul)

1 (Jul)

1 (Mai)

5 (Jan-Abr/Jul)
5 (Mar-Jul)

1 (Abr)

2 (Abr-Mai)

1 (Fev)

1 (Jul)

1 (Abr)

1 (Out)

1 (Ago)

1 (Jul)

2 (Jul/Nov)
2 (Abr-Mai)
2 (Abr/Jul)

1 (Jun)

7h

5h-18h
5h/7h-
8h/10h/12h-
14h/16h-18h

6h/10h-
12h/14h-15h
8h/11h/17h
15h

15h
10h/14h/16h
6h-17h
8h/12h
9h-10h
14h-15h
9h/12h-13h
9h/14h

9h/15h

11h-13h
10h-13h

14h

7h
7h/9h/13h/17h
7h-13h/16h
11h/15h
7h/10h

12h

12h
13h/16h
13h

11h

18h
7h-8h/11h
7h/10h/18h
18h

10h
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Coleoptera (1)

Chrysomelidae sp. 4 3 (Jan-Fev/Abr) 6h/8h-9h/14h Pl

Passeriformes (1)

Trochilidae sp. 3 3 (Fev-Abr) 14h/16h PO
DISCUSSAO

As fenofases reprodutivas de H. balsamifera var. floribunda na restinga do
Parque Nacional dos Lenc¢dis Maranhenses apresentaram picos entre os meses
de junho a setembro. Mas a producao de flores e frutos foi registrada durante
todo o ano, portanto com padrao continuo (Newstrom et al., 1994). Em ambientes
de restinga, o florescimento extensivo das espécies vegetais é relativamente
comum (Viana et al., 2006).

Embora se espere padrdes ciclicos da fenologia com a sazonalidade
ambiental, apenas a produgéao de frutos imaturos teve correlagao com os fatores
abiodticos. O aumento da produgédo de frutos na estagdo seca, pode ser
favorecido pela diminuicao das chuvas que reduz os danos a formacao dos frutos
(Fisch et al., 2000). Também foi observado relativo aumento da produgéo de
botdes/flores no periodo de transigéo do periodo chuvoso para o de estiagem, e
manutencdo da maior florada nos meses mais secos. Uma pista para o
florescimento da espécie prolongar-se e até aumentar no periodo seco pode ser
devido ao seu habito de vida arbustivo com biomassa suficiente para armazenar
agua (Madeira & Wilson-Fernandes, 1999), lencol freatico raso na restinga da
regiao de estudo (Ribeiro, 2011), também pelo aumento da temperatura e
fotoperiodo no periodo (Sigrist et al., 2018; Leado-Araujo et al., 2019), ou
adaptagdo ao comportamento dos visitantes florais (Van Schaik et al., 1993),
sobretudo das abelhas, que aumentaram em numero de individuos nas flores no
periodo seco. Estudo realizado no Pantanal com uma espécie com florescimento
continuo (Prosopis rubriflora Hassl.) indicou maior florescimento e frutificagéo no
periodo seco (Sigrist et al., 2018).

A floragdo de H. balsamifera é variavel de um local para outro, algo
comum para muitas plantas tropicais (Newstrom et al., 1994). Na regido
Amazobnica € mais acentuada entre os meses de maio e setembro, e a

frutificagdo ocorre em seguida, com muitos frutos maduros em novembro
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(Cavalcante, 2010; Holanda et al., 2015). Por outro lado, em vegetacao de
restinga na Bahia, os picos de floragdo ocorreram entre novembro e maio (Viana
et al., 2006). O acompanhamento da floragdo da espécie durante dois anos
consecutivos por Machado (2013), indicou que a intensidade de floragédo na
populacéo pode variar em algum nivel de um ano para o outro.

Uma caracteristica dos individuos de H. balsamifera var. floribunda foi a
alta sincronia das fenofases, com praticamente todos apresentando produgao de
flores no periodo, mas apesar disso, verificamos que a intensidade de floragao
individual em cada més era altamente heterogénea. Esse padrdao de
florescimento entre os individuos € comum nos trépicos (Newstrom et al., 1993),
e isto pode ser decorrente de diferengas no micro habitat de cada espécime. A
nao correlagao das fenofases botdes/flores com os fatores ambientais pode ser
explicada por essa heterogeneidade entre os individuos.

A biologia floral de H. balsamifera var. floribunda nao apresentou
diferencas expressivas a respeito do horario de antese e receptividade
estigmatica, disponibilidade de pdlen e néctar em relacdo a outras variedades
estudadas, como var. parvifolia (Costa & Ramalho, 2001), var. balsamifera f.
attenuata e var. guianensis (Holanda et al., 2015). A observacdo de néctar
disponivel desde o0 momento da antese da flor € importante para os visitantes
florais, que podem carregar o pdlen ja viavel para um estigma receptivo de outra
flor. Esse néctar, embora em pequena quantidade, é de facil acesso e ofertado
continuamente pelas flores, garantindo que visitantes procurem o maior numero
de flores durante todo o dia (Nicolson et al., 2007; Siqueira et al., 2008).

Os testes reprodutivos indicaram que a variedade floribunda é xenégama
facultativa, com baixa formacao de frutos por autopolinizagdo, e maior pela
polinizacao cruzada. Este resultado se assemelha as variedades balsamifera f.
attenuata e var. guianensis (Holanda et al., 2015), e difere em parte do
observado por Costa & Ramalho (2001) que determinaram a variedade parvifolia
como xenogamica obrigatoria.

Em condigdes naturais foram formados poucos frutos, se comparado ao
numero de flores produzidas, estimado em até 50 mil por planta (Viana et al.,
2006). Esta condigao pode estar relacionada a quantidade de pdlen que chega
ao estigma de uma flor compativel, ao periodo de receptividade estigmatica,

aborto natural de flores e frutos jovens, e a presenga de pilhadores (Gentry,
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1974; Dutra & Machado, 2001). Consideramos que € muito improvavel que o
baixo percentual de frutos formados em condigbes naturais seja pela baixa
eficiéncia de polinizadores, apesar do resultado indicar isso.

Entre os visitantes florais, as abelhas e vespas corresponderam a mais
de 95% do total. Estes himendpteros foram os principais polinizadores por
tocarem com frequéncia as estruturas reprodutivas da flor e locomoverem-se
entre os individuos. De fato, os atributos florais de H. balsamifera como antese
diurna, coloracao branca, produgcdo de néctar em pequena quantidade e com
otima qualidade em acucares dissolvidos (~30%), emissdo de odor suave e
agradavel caracterizam a espécie como melitéfila (Faegri & Van Der Pijl, 1979;
Viana & Kleinert, 2006). Mas pela planta receber uma grande riqueza de
visitantes em busca do néctar em flores sem restricdo morfoldgica, a espécie
pode ser classificada com sindrome de polinizagado generalista (Hoeltgebaum et
al., 2018).

A espécie tem como caracteristica a apresentagcdo de abundantes
inflorescéncias, que funcionam como “display visual” e maximizam os atrativos
florais como cor, odor e recursos. A abertura de flores de maneira gradativa nas
inflorescéncias ao longo dos dias faz com que seus individuos tenham o periodo
de floragao prolongado por varias semanas, e essa continua floragao pode ser
uma estratégia reprodutiva para garantir a atragcdo de um grande numero de
potenciais polinizadores (Gentry, 1974; Hoeltgebaum et al., 2018). No nosso
estudo a riqueza de visitantes florais (49 spp.) foi quase 3x superior ao
encontrado em outra regido litoranea (17 spp.) (Costa & Ramalho, 2001) e na
Amazoénia (18 spp.) (Holanda et al., 2015).

As abelhas sociais (Melipona subnitida, M. fasciculata, Apis mellifera)
foram visitantes abundantes da planta, resultado semelhante ao verificado por
Holanda et al. (2015). Pela atividade dessas espécies ocorrer praticamente por
todo o periodo de observacdo, demonstra a adaptabilidade das mesmas as
condigdes climaticas locais de altas temperaturas e fortes ventos, e também a
importancia de H. balsamifera como fonte de néctar de forma continua. O
tamanho corporal dessas abelhas e os movimentos de forrageio propiciam tocar
as estruturas férteis da flor, mas devido ao comportamento de fidelidade floral e
forrageamento prolongado em uma planta, as abelhas sociais podem facilitar a

autopolinizagéo de flores mondclinas (Ramalho, 2004).
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Um conflito evolutivo é o chamado “dilema da planta”, em que o aumento
no numero de flores atrairia mais polinizadores, mas ao mesmo tempo ampliaria
0 numero de visitas em flores da mesma planta durante a mesma rota de
forrageio do polinizador, ocasionando muita geitonogamia (Barénio et al., 2016).
Como neste estudo as abelhas sociais foram muito importantes, podemos supor
de acordo com Ramalho (2004), que esta planta aproveita a atividade dessas
abelhas para faciltar a sua condicdo de autoincompatibilidade parcial
(consanguinidade facultativa), mas esse custo pode ser baixo para a planta, ja
que o polinizador tem capacidade limitada de atividade a cada viagem, e assim
podem visitar outras plantas da mesma espécie durante o evento de forrageio
(Barénio et al., 2016). Também pelo alto numero de visitantes florais, a
disponibilidade de néctar pode reduzir, obrigando-os a aumentarem a area de
forrageio, e assim, promover maior numero de visita entre plantas, favorecendo
a polinizagao cruzada.

Xylocopa cearensis foi a terceira espécie de abelha mais frequente neste
estudo, e é bem documentada visitando H. balsamifera nas restingas do
Nordeste brasileiro (Costa & Ramalho, 2001; Viana & Kleinert, 2006). Nesses
ambientes costeiros, onde a vegetacédo € relativamente aberta e em baixa
altitude, existe a predominancia da polinizagao por abelhas de grande e médio
porte (Gottsberger et al. 1988; Gimenes, 2007). Apesar de abundante nas flores
da planta, consideramos que a espécie atue apenas como polinizador ocasional,
pois ela frequentemente visitava outras espécies vegetais durante a mesma rota
de forrageamento, o que se constitui num problema, pois pode transferir polen
inespecifico de outra planta para o estigma de H. balsamifera.

As ordens Hymenoptera, Diptera e Lepidoptera tiveram uma grande
riqueza de espécies, mas em geral, com baixa abundancia cada. Isto pode
ocorrer pela menor fidelidade de muitos desses insetos com a planta, procurando
ocasionalmente o néctar para se alimentar, também pela baixa densidade
populacional das espécies, ou ainda influéncia de fatores externos, como
pluviosidade, temperatura e vento (Antonini et al., 2005).

Depois das abelhas, as vespas foram os morfotipos que mais visitaram as
flores a qualquer momento do dia e época do ano, sobretudo a espécie social
Polybia sericea. Vespas sao considerados insetos robustos e que toleram ampla

variacao de luminosidade e temperatura (Antonini et al., 2005). Nas dunas da
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Bahia foram observados géneros como Stictia, Polistis e Zethus nas flores de H.
balsamifera var. parvifolia (Costa & Ramalho, 2001), mas na Amazénia foi vista
somente a espécie Brachygastra bilineolata (Holanda et al., 2015).

Embora seja considerado que dipteras ndo tenham periodo restrito de
atividade durante o ano (Hoeltgebaum et al., 2018), com excec¢ao de Bombyliidae
sp.1, observamos maior diversidade desse grupo nas flores de H. balsamifera
nos meses chuvosos e de transicdo para a estagdo seca, o que pode estar
associado a preferéncia desses insetos por ambientes mais umidos (Siqueira et
al., 2008).

Borboletas foram consideradas polinizadores ocasionais, uma vez que
contatavam as estruturas férteis da flor, mas suas visitas foram pouco
frequentes. Esses insetos comumente visitavam algumas flores por individuo e
voavam para outra planta nos arredores, comportamento fundamental para
manter o fluxo génico entre as subpopulagdes de H. balsamifera, ainda mais se
considerar que esses animais mantém constancia no forrageamento a longas
distancias (Cruden & Hermann-Parker 1979; Araujo et al., 2011).

A ocorréncia de beija-flores foi muito baixa, e eles visitavam as flores de
modo rapido percorrendo diferentes individuos. Em campo rupestre na Bahia, H.
balsamifera foi considerado um importante recurso para essas aves (Machado
et al., 2007).

CONCLUSOES

A floragédo de H. balsamifera var. floribunda com padrao continuo propicia
a manutencido de uma rica biodiversidade de visitantes florais, e ainda, a sua
frutificagdo durante todo o ano € importante para alimentar diversos animais
frugivoros. O aumento dessas fenofases em periodos mais secos pode ser
benéfico para o sustento da comunidade, em caso escassez de alimento por
outras plantas.

A espécie apresenta flores que se enquadram na sindrome de melitofilia,
mas apesar da dominancia absoluta de abelhas, recebe diferentes guildas de
visitantes florais em busca do seu néctar de facil acesso. Esta interagdo de H.
balsamifera com muitos insetos pode caracterizar a espécie como tendo

polinizagcdo generalista, e isto deve ser um fator chave para seu sucesso
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reprodutivo, pois pela sua condigdo xenogamica facultativa necessita de vetores
de pdlen para manter sua variabilidade génica.

Humiria balsamifera var. floribunda na restinga do Parque Nacional dos
Lengdis Maranhenses n&o apresenta diferengas significativas na sua biologia
floral em relagéo a outras variedades em distintas localidades e biomas. Outros
estudos com a espécie sdo necessarios para entender melhor as tendéncias das
fases fenoldgicas em diferentes anos, pois a observagao de apenas 12 meses €

um claro limite para interpretagao de dados a longo prazo.

AGRADECIMENTOS

Este trabalho teve suporte financeiro da Fundagcdo de Amparo a Pesquisa e ao
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico do Maranhdo — FAPEMA (numero
01171/17); e da Coordenacgao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
— CAPES (Finance Code — 001).

REFERENCIAS

AMARAL, Y.T.; SANTOS, E.M.; RIBEIRO, M.C. & BARRETO, L. 2019.
Landscape structural analysis of the Lengdis Maranhenses national park:
implications for conservation. Journal for Nature Conservation 51: 125725.
ANTONINI, Y.; SOUZA, H.G.; JACOBI, C.M. & MURY, F.B. 2005. Diversidade e
comportamento dos insetos visitantes florais de Stachytarpheta glabra Cham.
(Verbenaceae), em uma area de campo ferruginoso, Ouro Preto, MG.
Neotropical Enfomology 34: 555-564.

ARAUJO, L.D.AD.; QUIRINO, Z.G.M.; MACHADO, I.C. 2011. Fenologia
reprodutiva, biologia floral e polinizagdo de Allamanda blanchetii, uma
Apocynaceae endémica da Caatinga. Brazilian Journal of Botany 34: 211-222.
BARONIO, G.J.; MACIEL, AA.; OLIVEIRA, A.C.; KOBAL, R.O.; MEIRELES,
D.A.; BRITO, V.L. & RECH, A.R. 2016. Plantas, polinizadores e algumas
articulagdes da biologia da polinizagdo com a teoria ecoldgica. Rodriguésia 67:
275-293.

BULLOCK, S.H. 1985.Breeding Systems in the Flora of a Tropical Deciduous
Forest in Mexico. Biotropica 17: 287-301.

CAVALCANTE, P.B. Frutas comestiveis na Amazébnia. 72 edi¢ao. Belém: Museu

Paraensi Emilio Goeldi. 282 p.



69

CASTRO, A.C.L. & PIORSKI, N.M. 2002. Plano de Manejo do Parque Nacional
dos Lengdis Maranhenses. Disponivel em
http://www.icmbio.gov.br/portal/unidadesdeconservacao/biomas-
brasileiros/marinho/unidades-de-conservacao-marinho/2264-parna-dos-lencois-
maranhenses. Acesso mai. 2018.

CHRISTENHUSZ, M.J.M.; FAY, M.F. & CHASE, M.W. 2017. Plants of the world:
an illustrated encyclopedia of vascular plants. Chicago: University of Chicago
Press. 792 p.

CORBET, S.A. 2013. Nectar sugar content. estimating standing crop and
secretion rate in the field. Apidologie 34: 1-10.

COSTA, J.A.S. & RAMALHO, M. 2001. Ecologia da polinizagdo em ambientes
de Duna Tropical (APA do Abaeté, Salvador, Bahia, Brasil). Sitientibus série
Ciéncias Biologicas 1: 135-145.

CRUDEN, R.W. & HERMANN-PARKER, S.M. 1979. Butter y pollination of
Caesalpinia pulcherrima, with observations on a psychophilous syndrome.
Journal of Ecology 67: 155-168.

CUATRECASAS, J. 1961. A taxonomic revision of the Humiriaceae.
Contributions from the United States National Herbarium 35: 25—-214.
CUMMINGS, A.R.; READ, J.M. & FRAGOSO, J.M.V. 2018. Implications of forest
type and land tenure diversity for the sustainability of ecosystem services
provided by northern Amazonia’s multiple-use tree species. Landscape Ecology
33:423-438.

DAFNI, A. 1992. Pollination Ecology — A pratical approach. New York: Oxford
University Press. 250 p.

DUTRA, J.C.S. & MACHADO, V.L.L. 2001. Entomofauma visitante de
Stenolobium stans (Juss.) Seem (Bignoniaceae), durante periodo de floragao.
Neotropical Entomology 30: 43-53.

FAEGRI, K. & VAN DER PIJL, L. 1979. The principles of pollination ecology. 32
edicdo. New York: Pergamon Press. 244 p.

FISCH, S.T.V.; NOGUEIRA, J.R.L.R. & MANTOVANI, W. 2000. Fenologia
reprodutiva de Euterpe edulis Mart. na Mata Atlantica (Reserva Biolégica do
Trabiju, Pindamonhangaba - SP). Revista Biociéncias 6: 31-37.

FOURNIER, L.A. 1974. Un método cuantitativo para la medicion de

caracteristicas fenoldgicas en arboles. Turrialba 24: 422-423.



70

GENTRY, A.H. 1974. Flowering phenology and diversity in tropical Bignoniaceae.
Biotropica 6: 64-68.

GIMENES, M. 2007. Pollination of Vochysia Iucida C. Presl (Vochysiaceae) in an
area of restinga in Bahia State. Revista Brasileira de Entomologia 51: 465-470.
GIORDANGO, L. C. S. 1996. Estudo taxonémico de Humiriaceae no Estado do
Rio de Janeiro, Brasil. Arquivos do Jardim Boténico do Rio de Janeiro 34: 5-50.
GOTTSBERGER, G.; CAMARGO, J. M. F. & SILBERBAUER-GOTTSBERGER,
I. 1988. A bee pollinated tropical community: The beach dune vegetation of llha
de Sao Luis, Maranhao, Brazil. Botanische Jahrblicher fiir Systematik 109: 469-
500.

HOELTGEBAUM, M.P.; MONTAGNA, T.; LANDO, A.P.; PUTTKAMMER, C.;
ORTH, A.l.; GUERRA, M.P. & REIS, M.S. 2018. Reproductive biology of Varronia
curassavica Jacq. (Boraginaceae). Anais da Academia Brasileira de Ciéncias 90:
59-71.

HOLANDA, A.S.S.; VICENTINI, A.; HOPKINS, M. J. G.; ZARTMAN, C. E. 2015.
Phenotypic differences are not explained by pre-zygotic reproductive barriers in
sympatric varieties of the Humiria balsamifera complex (Humiriaceae). Plant
Systematics and Evolution 301: 1767-1779.

INMET. 2018. Instituto Nacional De Meteorologia. Disponivel em
http://www.inmet.gov.br. Acesso abr. 2018.

KEARNS, C.A.; INOUYE, D.W. & WASER, N.M. 1998. Endangered mutualisms:
The conservation of Plant-Pollinator interactions. Annual Review of Ecology and
Systematics 29: 83—112.

MACHADO, C.G.; COELHO, A.G.; SANTANA, C.S. & RODRIGUES, M. 2007.
Beija-flores e seus recursos florais em uma area de campo rupestre da Chapada
Diamantina, Bahia. Revista Brasileira de Ornitologia 15: 267-279.

MACHADO, N.C. 2013. Aspectos fenoldgicos de espécies arbdreas e arbustivas
em formagbes vegetacionais abertas no Parque Nacional da Restinga de
Jurubatiba, Carapebus, Rio de Janeiro, Brasil. Dissertagdo. (Mestrado em
Ciéncias Ambientais e Conservagao). Universidade Federal do Rio de Janeiro.
83 p.

MADEIRA, J.A. & WILSON FERNANDES, G. 1999. Reproductive phenology of
sympatric taxa of Chamaecrista (Leguminosae) in Serra do Cipd, Brazil. Journal
of Tropical Ecology 15: 463-479.



71

MEDEIROS, H.; HOLANDA, A.S.S. & AMORIM, A.M.A. 2015. Humiriaceae in
Lista de Espécies da Flora do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
Disponivel em http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB7975. Acesso
jul. 2016.

MENDES, F.N.; VALENTE, R.M.; REGO, M.M.C. & ESPOSITO, M.C. 2017.
Reproductive phenology of Mauritia flexuosa L. (Arecaceae) in a coastal restinga
environment in northeastern Brazil. Brazilian Journal of Biology 77: 29-37.
NEWSTROM, L.E.; FRANKIE, G.W. & BAKER, H.G. 1994. A new classification
for plant phenology based in flowering patterns in lowland tropical rain forest trees
at La Selva, Costa Rica. Biotropica 26: 141-159.

NEWSTROM, L.E.; FRANKIE, G.W.; BAKER, H.G. & COLWELL, R.K. 1993.
Diversity of long-term flowering patterns. In: MCDADE, L.A.; BAWA, K.S,;
HESPENHEIDE, H.A & HARTSHORN, G. S. (Eds.). La Selva: ecology and
natural history of a lowland tropical rainforest. Chicago: University of Chicago. p.
142-160.

NICOLSON, S.W.; NEPI, M. & PACINI, E. Nectaries and nectar. Dordrecht:
Springer. 395 p.

PINTO, R.S.; ALBUQUERQUE, P.M.C. & REGO, M.M.C. 2014. Pollen analysis
of food pots stored by Melipona subnitida Ducke (Hymenoptera: Apidae) in a
Restinga area. Sociobiology 61: 461-469.

RAMALHO, M. 2004. Stingless bees and mass flowering trees in the canopy of
Atlantic Forest: a tight relationship. Acta Botanica Brasilica 18: 37—-47.

REGO, M.M.C.; ALBUQUERQUE, P.M.C.; PINTO, R.S.; BARBOSA, M.M. &
SILVA, A.G. 2017. A jandaira no estado do Maranh&o. In: IMPERATRIZ-
FONSECA, V. L.; KOEDAM, D.; HRNCIR, M. (Eds.). A abelha jandaira no
passado, no presente e no futuro. Mossoré: EQUFERSA. p. 79-86.

RIBEIRO, E. K. M. D. 2011. Fenologia e atributos reprodutivos de uma vegetagao
de Restinga em Barreirinhas, Maranhdo. Tese (Doutorado em Botanica) —
Universidade Federal de Pernambuco, Recife.

SIGRIST, M.R.; STEFANELLO, T.H.; SOUZA, C.S.; VARGAS, W.; ALMEIDA,
K.S.M.; LAROCA, S. & MANSANO, V.F. 2018. Phenology and pollination ecology
of Prosopis rubriflora (Leguminosae, Mimosoideae), a species from the semi-arid
Brazilian Chaco. Brazilian Journal of Botany 41: 103-115.



72

SILVA, C.l; AUGUSTO, S.C.; SOFIA, S.H. & MOSCHETA, 1.S. 2007.
Diversidade de abelhas em Tecoma stans (L.) Kunth (Bignoniaceae):
Importancia na polinizacao e producao de frutos. Neotropical Entomology 36:
331-341.

SIQUEIRA, K.IM.M.D.; KIILL, L.H.P.; MARTINS, C.F.; LEMOS, I.B.; MONTEIRO,
S.P. & FEITOZA, E.D.A. 2008. Estudo comparativo da polinizagao de Mangifera
indica L. em cultivo convencional e organico na regiao do Vale do Submédio do
Sao Francisco. Revista Brasileira de Fruticultura 30: 303-310.

VIANA, B.F. & KLEINERT, A.M. 2006. Structure of bee-flower system in the
coastal sand dune of Abaeté, northeastern Brazil. Revista Brasileira de
Entomologia 50: 53-63.

VIANA, B.F.; SILVA, F.O. & KLEINERT, A.M.P. 2006. A flora apicola de uma
area restrita de dunas litoraneas, Abaeté, Salvador, Bahia. Revista Brasileira de
Botéanica 29: 13-25.

ZAPATA, T.R. & ARROYO, M.T.K. 1978. Plant reproductive ecology of a

secondary decidous tropical forest in Venezuela. Biotropica 10: 221-230.



73

46.000°W 44.000°W 42.000°W

2.000°S

4.000°S

Figura 1 — Localizagdo da area de estudo no Parque Nacional dos Lencgois

Maranhenses, Brasil.
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Figura 2 — Restinga arbustiva do Parque Nacional dos Lengdis Maranhenses,

Brasil — a. vista geral da area de estudo, b. forma arbustiva, e c. forma arbérea

de H. balsamifera var. floribunda.
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Figura 4 — Visitantes florais de Humiria balsamifera var. floribunda, no Parque
Nacional dos Lengdis Maranhenses, Brasil — a. Melipona subnitida, b. Apis
mellifera, c. Xylocopa cearensis, d. Melipona fasciculata, e. Megalopta amoena,

f. Exomalopsis analis, g. Polybia sericea, h. Sarcophagidae, i. Lepidoptera.
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Floral visiting bees of Humiria balsamifera var. floribunda
(Humiriaceae) and its pollen transport network, in a restinga

environment

The flowers of Humiria balsamifera var. floribunda were monitored for 1 year in
an area of restinga on the Brazilian coast to describe the richness of visiting bees,
temporal distribution of visits, and how they transport its pollen in the
community. The plant showed continuous flowering and bees were seen foraging
nectar throughout the year. A total of 1,231 individuals belonging to 17 bee
species were collected. The highest frequencies belonged to social species
(Melipona subnitida, Apis mellifera, Melipona fasciculata) and Xylocopa
cearensis. In general, bee visits were positively correlated to increased flowering
intensity of the plant. The most frequent species increased their visitation
frequency throughout the day, which may be related to optimal foraging
decisions. Twenty-two pollen types were identified on the bee bodies. Social bees
presented the highest loads of monofloral H. balsamifera pollen, which
contributed to greater cross pollination success of this plant. The network
structure was nested, which demonstrates the plant's potential to stabilize the
pollination system. Thus, as a generalist plant, H. balsamifera helps maintain bees
in the restinga, which is currently an environment severely threatened by

anthropic actions.

Keywords: nectar; abiotic data; flowering intensity; social bees; pollen types;

nestedness
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Introduction

In order to reproduce sexually, most angiosperms depend on pollination services, which
are provided by animals 90% of the time, especially in tropical regions (Ollerton et al.
2011). Of the different pollinator agents, bees stand out due to their high species
richness in ecosystems and efficiency in touching reproductive structures of flowers
(Michener 2007). Plant species are the main food sources for bees, from which they
collect pollen, an important source of proteins, vitamins and mineral salts, and nectar, a
source of carbohydrates (Michener 2007). In their search for these resources, bees face
climatic variations, as well as fluctuations in resource availability (Roubik & Buchmann
1984; Antonini et al. 2005; Polatto et al. 2014).

For a floral visitor to be considered a pollinator, the agent must transport viable
and compatible pollen to a receptive stigma (Bosch et al. 2009). The ecological network
approach has been used to understand how plants and floral visitors interact in a
community (Bascompte & Jordano 2007). One method used in this approach is
analyzing pollen carried by pollinators to identify which botanical species insects
exploit, providing more consistent evidence about pollen transfer to stigma (Bosch et al.
2009; Popic et al. 2013). Such analysis modifies the temporal and spatial sampling scale
by providing the visitation history of floral visitors (Bosch et al. 2009) and can show
interactions that cannot be verified by simply observing plant visitors (Alarcén 2010).
Some studies using this method have identified how bees visiting certain plant species
participate in their reproduction, and also defined how plants help conserve the
pollination network itself in their communities (Vilhena et al. 2012; Diniz & Buschini
2015; Lando et al. 2018).

Evidence suggests that pollination is a widespread interaction in which many

plant species tend to receive many pollinators, and any given pollinator tends to interact
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with different plants (Bascompte & Jordano 2007; Popic et al. 2013). A nectar-
producing plant species can be very attractive to various bee species in a community,
especially when it presents a large population in a given region (Aguiar et al. 2013). In
this context, Humiria balsamifera (Aubl.) A.St.-Hil. (Humiriaceae) is considered a
generalist botanical species regarding the number of floral visitors it receives and is
widely distributed in Brazil and other South American countries (ASS et al. 2015). In
the Lencdis Maranhenses National Park (LMNP), H. balsamifera var. floribunda
(Mart.) Cuatrec. (CRIA 2018) is one of the most abundant plants in the shrubby restinga
(Amaral et al. 2019). This species is xenogamic, thus requires cross-pollination to
produce fruits and seeds (ASS et al. 2015). As the species blooms all year round (Costa
& Ramalho 2001; Viana et al. 2006; ASS et al. 2015), and have floral characteristics
that fit the melittophily syndrome (Viana & Kleinert 2006), it could play a fundamental
role in maintaining bee richness and could even mitigate environmental impacts if used
in conservation and management strategies (Moeller 2005; Carvalho & Oliveira 2010).

Restinga areas throughout Brazil suffer environmental impacts, mainly caused
by urbanization (Holzer et al. 2004). According to Amaral et al. (2019), at least 42% of
the dense restinga habitats in the LMNP have been destroyed by anthropic action,
threatening the rich biodiversity of this coastal environment. Considering the
importance of bees in the conservation of fragmented and poorly studied habitats, such
as sandbank environments, by monitoring bees visits to H. balsamifera flowers, it is
possible to identify their activity patterns and determine how they exploit resources, as
well as determine how important the plant is for maintaining these pollinators. Thus, we
aim to understand the richness and temporal distribution of bee visits to the

inflorescences of H. balsamifera, as well as identify the pollen transported by these
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visitors, in order to characterize the interaction network between the local fauna and

flora.

Materials and Methods

Study area

The work was carried out in the Ponta do Mangue Village, Barreirinhas City — MA,
within the Lenc¢dis Maranhenses National Park (LMNP) (2°34'56"S; 42°47'45"W). The
LMNP has an area of 155,000 hectares, of which 90,000 are made up of dunes and
lagoons. The vegetation corresponds to an area of 453.28 km?, 89% of which is restinga
(Castro & Piorski 2002). The climate of the region is Aw’ type according to the Képpen
classification, which is a tropical climate with high temperatures and low annual
thermal variation (average of 28.5°C), and two well-defined seasons, with the first
(January to June) showing a higher rate of precipitation than the second (July to

December) (Mendes et al. 2017).

Floral biology of H. balsamifera

Humiria balsamifera presents hermaphrodite, actinomorphic, pentameric, small white
flowers (~5mm long) gathered in cymose-paniculate inflorescences (Cuatrecasas 1961).
Flower anthesis begins around 7:00 am, with pollen available to visitors and the stigma
already receptive (homogamy). The flowers exude a sweet odor throughout the day and
secrete a low volume of nectar (up to 1ul). Flowers last for 1 day (Costa & Ramalho

2001; ASS et al. 2015).

Data collection
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The study was conducted monthly throughout 2017. During this time period, the
temperature and relative humidity of the region were recorded automatically every half
hour using a datalogger (Icel - HT 4000). To evaluate the flowering pattern of H.
balsamifera var. floribunda, 20 individuals were randomly selected, that were separated
by at least 20 meters, and the Fournier scale (Fournier 1974) was used, applying five
categories (0-4) to define the magnitude of phenophases: 0 — no flowering; 1 — 1% to
25%; 2 —26% to 50%; 3 — 51% to 75% and 4 — 76% to 100%. The value was expressed
as a percentage: Fournier (%) = phenophase x 100 / N x 4 (phenophase = sum of
categorical values attributed to each individual; N = number of plants).

Every month, the bees visiting H. balsamifera flowers were collected with an
entomological net (Sakagami et al. 1967) for 1 day (5:00h to 19:00h for 40 minutes per
hour). During breaks between the samplings, observations about bee behavior in flowers
were recorded. The captured bees were sacrificed with ethyl acetate and individually
placed in paper bags. The specimens were deposited into the collection of the
Laboratory of Bee Studies, at the Federal University of Maranhdo (LEACOL-UFMA).

In the laboratory, bee morphospecies were identified to the lowest possible
taxonomic level with identification keys and help from taxonomists. Pollen was
observed in all individuals of the different species (Table 1). For social species, up to 12
individuals of Melipona subnitida and Apis mellifera were collected per month to
analyze the pollen adhered to their bodies. After removing pollen with an entomological
stiletto, 5 ml of hot-distilled water was added to the material, which was then
centrifugated for 5 minutes at 2000 rpm; afterwards, the liquid was removed to
assemble the slides (Louveaux et al. 1978). Under an optical microscope, pollen grains

were identified and up to 100 grains were counted per slide. Plants were identified by
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comparing them to the region’s inventoried flora from the Pollen Library deposited in

the LEACOL/UFMA collection.

Data analysis

To evaluate the seasonality of bee activity, a circular analysis of the total number of
bees collected, as well as the five most abundant species, was performed in the Oriana
program, version 4 (Kovach 2011). The occurrence of preferred bee activity hours was
verified using the same analysis. The influence of temperature and relative humidity on
the daily activity of bees, and the influence of H. balsamifera flowering on the total
number of individuals collected per month were evaluated by Pearson's correlation
coefficient (r), assuming normal data distribution. This analysis was performed in the R
Core Team software (R development core team 2019).

By identifying the pollen types on bee bodies, it was possible to create
interaction networks. The network size was calculated by the formula: IP=ax p (IP =
Number of possible interactions; a = Number of bee species collected; p = Number of
pollen types identified). Graphs were constructed using the bipartite package in the R
development core team (2019). A bipartite graph was constructed for qualitative
interaction (binary matrix). A second bipartite graph represented the quantitative
interaction between bees and pollen grain frequency (weighted matrix).

Of the metrics that describe a network of qualitative interactions, connectance,
average degree, and nestedness indices were calculated. Connectance (C) measures the
generalization of the network (Jordano 1987), representing the proportion of observed
interactions (IO) of the total possible interactions (IP): C =10 x 100 / IP. The average

degree (k) is a simple measurement of community generalization (Chacoff et al. 2012).
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This was calculated for bees and plants, and the average of all interactions (degree) was
determined following the number of interactions that each species was involved in
(Bliithgen et al. 2008).

The degree of nestedness of the network was calculated through two indexes: N
and NODF (Nestedness metric based on Overlap and Decreasing Fill). The N index was
obtained from the T index, which is inversely proportional to the nestedness degree,
thus, was calculated by the formula N = (100-T)/100 (Bascompte et al. 2003). The T
index was obtained in the Aninhado 3.0 program (Guimardes & Guimaraes 2006). The
N index ranges from 0 to 1, with values closer to 1 signifying higher nestedness. The
NODF index has more consistent statistical properties and represents the number of
unexpected presences and absences in the matrix, with values ranging from 0 to 100

(Almeida-Neto et al. 2008). This index was calculated in the R software.

Results

Richness and temporal distribution of bees

Humiria balsamifera var. floribunda flowered all year round, and bees were seen
visiting their flowers for nectar throughout the observation period. In total, 1,231 bees
belonging to 17 species, 12 genera, 8§ tribes, and 2 subfamilies (Halictidae and Apinae)
were collected. In July, 13 bee species were recorded, 8 species occurred in May, June,
and December, 7 in April, August, and September, 6 in January, February, and October,
while only 5 species were recorded in March and November (Figure 1A). The bee
species with the highest individual frequencies were Melipona (Melipona) subnitida
Ducke, 1910 (41.83%), Apis mellifera Linnaeus, 1758 (29.81%), Xylocopa

(Neoxylocopa) cearensis Ducke, 1910 (10.72%), Melipona (Melikerria) fasciculata
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Smith, 1854 (8.61%) and Megalopta amoena (Spinola, 1853) (3.65%) (Table 1).
Specimens from other Hymenoptera (wasps, ants), Diptera, Coleoptera, Lepidoptera,
and Passeriformes were recorded visiting the plant's flowers, but their frequencies were
relatively low (total number = 152).

Peak flowering occurred in June, when the highest bee activity in flowers was
also observed (Figure 1A, Figure 2A). Regarding the seasonality of bee activity, the
Rayleigh test indicated significant distribution of the total number of individuals
collected (Z = 143,572; p <0.001), with average in August, even though activity
concentration was low (r = 0.358). This evaluation also showed significant results for
the five most abundant species — M. subnitida, A. mellifera, X. cearensis, M.
fasciculata, and M. amoena (Figure 2B—F; Table 2). Bee activity was significantly
correlated to the time of day (Z = 574,477; p < 0.01), presenting a higher concentration
around 12:39h (r = 0.683) (Figure 3A). Among the five most frequent species, M.
amoena did not follow the pattern, with activities concentrated at 18:15h (Figure 3B—F;
Table 3).

The total number of bees was positively correlated to flowering (r = 0.784; p <
0.01). Regarding the hours of activity, correlations indicated a positive relationship with
temperature (r = 0.584; p < 0.05) and a negative one with relative humidity (r = -0.645;

p <0.05).

Pollen transport network
The pollen analysis from bee bodies was performed on 378 individuals (30.70% of the
total) (Table 1). Of these, 22 pollen types were identified, belonging to 15 botanical

families and 2 undetermined types. The Fabaceae family had the highest number of
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representatives: Chamaecrista ramosa (Vogel) H.S. Irwin & Barneby, Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville, Abarema Pittier and Mimosa misera Benth.
(Supplementary material).

Of the bees analyzed, monofloral pollen flow of H. balsamifera was best
represented by individuals of A. mellifera, M. subnitida and M. fasciculata. On the other
hand, species with many individuals such as X. cearensis, Xylocopa (Neoxylocopa)
grisescens Lepeletier, 1841 and Centris (Centris) caxiensis Ducke, 1907 presented few
specimens with pollen from only this plant.

The number of possible interactions in the network was 374 (M), but only 74
were observed among bee and plant species, conferring low connectivity in the network
(C =19%). Of the 17-bee species that formed the network, only X. cearensis (14) and
M. subnitida (13) interacted with more than 10 plant species and were considered the
most generalists. On the other hand, nine bee species presented pollen grains from two
plants and Augochlora was the most specialized, as it only presented H. balsamifera
pollen. Among the plants, H. balsamifera interacted with all bees, followed by
Byrsonima Rich. ex Kunth (8) and C. ramosa (6). Eight plant species presented only
one bee species record.

The average degree (k) of interactions between bee species was 4.4 and for
plants it was 3.4. Both presented heterogeneous degree distribution, following the
power-law with exponential truncation. The interaction network was nested, with N =
0.89 and NODF = 54.17.

The bipartite graphs of the bee—plant interactions are presented. All bees
presented more than one interaction, except for Augochlora Smith, 1853, which only
interacted with H. balsamifera (Figure 4). The quantitative matrix demonstrated that H.

balsamifera pollen (71.43%) was that most frequently found on bee bodies, especially
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A. mellifera, M. subnitida and M. fasciculata. The pollen of C. ramosa presented the
second highest frequency (10.78%), and was most important for X. cearensis. Thirdly,
Byrsonima pollen (3.42%) occurred on C. caxiensis and Centris (Centris) flavifrons
(Fabricius, 1775). Pollen from Schultesia Mart., Rhynchospora Vahl and Passiflora L.
occurred the least (0.01% each) and were only found on A. mellifera, M. fasciculata,

and X. cearensis, respectively (Figure 5).

Discussion

Temporal distribution of visits and most abundant bees

Nectar is the main floral reward that H. balsamifera offers its visitors, while pollen is
relatively scarce, and bees do not exclusively collect the pollen. Few bees visited
flowers during the early hours of the day in search of remnant nectar from the day
before. The increased number of bee visits from 8:00h coincides with the anthesis
period of new flowers, and foraging continued into the late afternoon; agreeing with
previously reported results about this plant species (Costa & Ramalho 2001; ASS et al.
2015). Bees with daytime activity did not present temporal segregation of visits, which
may favor pollination efficiency, as they act during periods of pollen availability and
stigmatic receptivity (Miflarro & Garcia 2018).

The average hour of activity around 13:00h may be related to optimal foraging
decisions, as nectar commonly becomes gradually more concentrated throughout the
day due to increased water evaporation and the addition of more sugars caused by
increased temperatures and reduced relative humidity (Biesmeijer et al. 1999). Such
preference is widely accepted for large bees of the Apidae family (Roubik & Buchmann

1984), which were most abundant in this survey. Notably, since high temperatures and
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humidity reduction do not reach extremes throughout the year, they do not
physiologically limit these insects nor alter their foraging patterns (Polatto et al. 2014),
however, these abiotic factors affect the quality of the resource and directly influence
visitor abundance.

Bee visits occurred throughout the year, since flowering was continuous.
However, the highest abundance of bees was directly correlated to increased flowering,
which is related to floral display, making plant specimens more attractive to visitors
(Kearns & Inouye 1993). However, it is possible that the visitation periods differ from 1
year to the next, considering that H. balsamifera presents variation in flowering
intensity between consecutive years (Machado 2013). In our study area, the flowering
intensified during the transition from the rainy to the dry period, and it is known that
annual variations in temperature and precipitation directly interfere with the production
of flowers by individuals (Alarcon et al. 2008).

The number of bee species recorded in H. balsamifera var. floribunda flowers
(17) was higher than that found in other nectar-producing botanical species from
restinga areas (Silva et al. 2007; VLG et al. 2010; Moreira et al. 2017). Nonetheless, the
richness of visiting bees was lower than what was found (59 species) in a faunistic
survey carried out in another restinga area within the LMNP (Gostinski et al. 2016).
However, such result significantly demonstrates that a single plant species can provide
resources for a large part of the bee fauna. The prolonged flowering of this plant species
makes resources predictable over time, increasing the number of species seeking its
easily accessible nectar (Antonini et al. 2005), as seen with the dominance of social
bees in flowers and the appearance of rarer species represented by few individuals. Such
pattern has been well documented for generalist plant species (Carvalho & Oliveira

2010; Diniz & Buschini 2015).
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The bee species presenting the most individuals in the flowers belonged to the
tribes Meliponini, Apini, and Xylocopini, which are typically dominant in restinga
environments of Brazil (Viana & Kleinert 2006; Gostinski et al. 2016). Social bees have
large and perennial populations that require constant foraging to ensure resource supply
to their colonies during times of scarcity (Michener 2007). They successfully exploit
resources due to their efficient communication and ability to recruit workers to exploit
resources with high energy reward (Dyer 2002; Nich 2004). When analyzing honey
samples from Melipona subnitida, Pinto et al. (2014) verified the importance of H.
balsamifera as a plant source used for food production.

Until now, the species Megalopta amoena had not yet been registered visiting
this plant. The genus Megalopta includes bees with nocturnal activity, mostly at dusk
and dawn (Hopkins et al. 2000). M. amoena actively searched for nectar for most of the
year, but due to its activity at dusk did not pollinate the plant, as the stigma is only
receptive during floral anthesis (around 7:00h) and receptivity ends in the afternoon
(Costa & Ramalho 2001; ASS et al. 2015). Despite this, H. balsamifera guarantees food

for the populations of this bee species and helps maintain local biodiversity.

Bee behavior and pollen identification

In general, bees were not frequently observed moving from one plant to another but
rather explored abundant flowers on the same individual. Such behavior has mainly
been recorded for social bees, as they are known to present this behavior of temporal
floral constancy (Leonhardt & Bliithgen 2012). It was not by chance that the social bees
presented the most individuals with monospecific H. balsamifera pollen, which is

essential for maintaining populations of incompatible plant species (Bawa 1990), and is
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the case for H. balsamifera (Costa & Ramalho 2001; ASS et al. 2015). Although these
bees presented low rates of cross-pollination, one hypothesis about how these species
can perform xenogamy is through the depletion of a single plant’s resources due to high
individual bee abundance, making it necessary for bees to explore another plant’s
resources.

Despite the high specificity of social bees in carrying H. balsamifera pollen,
some individuals also presented pollen from other plant species, which is generally
common in these studies (Bosch et al. 2009; Popic et al. 2013; Russo & Danforth 2017).
This was certainly the result of an illegitimate visit, or the pollen was a residual from a
visit that occurred at a different time in another plant (Vianna et al. 2014). Such data is
important to demonstrate the general interaction of these bees, as they occupy a wide
trophic niche to supply their colonies (Michener 2007; Aguiar et al. 2013).

Xylocopa bees moved the fastest between different species and individuals. Most
individuals of Xylocopa cearensis analyzed presented heterospecific pollen loads, e.g.,
Chamaecrista ramosa. Studies show Xylocopa species as the main floral visitors of C.
ramosa in other restinga areas (Viana & Kleinert 2006; De Almeida et al. 2013).
Anthesis of this herbaceous plant begins at 4:30h and extends until ~12:00h when
pollen is no longer available (De Almeida et al. 2013). The species has a prolonged
flowering period, with increased intensity in the rainy season (Madeira & Wilson-
Fernandes 1999), when the species is considered an important pollen source for bees in
the study region (Pinto et al. 2014) and when X. cearensis presents higher activity,
according to the circular analysis. These mixed pollen loads may make it difficult to
fertilize the plant's flowers, nevertheless, Costa & Ramalho (2001) consider this bee as

an important pollinator of H. balsamifera in dune environments.
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All Centris species presented Byrsonima pollen. The relationship between these
bees and oil-producing plants is widely known, as they collect such oil to feed their
offspring (Vilhena et al. 2012; Vianna et al. 2014; Rabelo et al. 2015). Thus, the
exploitation of H. balsamifera by Centridini guarantees nectar supply for these bees,
and they contribute to the reproduction of Byrsonima spp. populations, which are quite
abundant in the local restinga (Amaral et al. 2019).

The only individual of Augochlora recorded presented H. balsamifera pollen
only. However, this species cannot be considered a specialist because the sample size
was insufficient (Vianna et al. 2014) for this rare species. Additionally, species of this
genus are considered polyletic, but at an individual level they forage on a few plant

species (Aguiar et al. 2013).

Structure of pollen transport network
Mutual interaction networks are considered very asymmetric when few species are more
connected and most have few interactions (Bascompte & Jordano 2007; Alarcon 2010),
which was observed in this study. Bees (here represented by social species and
Xylocopini) and generalist plants (e.g. H. balsamifera, C. ramosa, Byrsonima) were
most abundant and are considered key species for the maintenance of ecological
services, since they play an important role in conserving the network structure due to
their interconnectedness (Bascompte & Jordano 2007; AMM et al. 2010; Kleinert &
Giannini 2012).

Network connectivity in the dune environment was considered low but was
higher than another study conducted in a xeromorphic area (Pigozzo & Viana 2010). If

a higher number of species were involved, connectance could have been even lower
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(Jordano 1987; Olesen et al. 2006; Pigozzo & Viana 2010). In our study, the degree
distribution followed a truncated power-law, as expected for mutual networks (Diniz &
Buschini 2015), since there were few generalist species and so many others that were
practically specialized. The network proved to be nested by the values of N and NODF
indices (see Bascompte et al. 2003; Pigozzo & Viana 2010; Vilhena et al. 2012; Diniz &
Buschini 2015), where bee species and generalist plants established a functional
network, allowing rare species to persist, as they interact with subsets of generalists
(Alarcon 2010; Bascompte & Jordano 2007; Bosch et al. 2009). This points to the
importance of H. balsamifera as a fundamental generalist plant that promotes stability
of the community's pollination network.

As a typical generalist plant, H. balsamifera attracts a wide variety of insect
taxa, but offers resources to bees year-round. By capturing and loading homospecific
pollen from the plant, social bee species can actively contribute to the cross-pollination
of this plant species. Finally, H. balsamifera is critical for balancing the structure of the

region's pollination network by ensuring nectar supply to maintain restinga bees.
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530  Table 1. Abundance of flower-visiting bees from Humiria balsamifera var. floribunda,
531  number of individuals analyzed with pollen in the body and presence of monofloral

532 pollen of the plant, during 2017, in restinga of Maranhao, Brazil.

Subfamilies  Tribes Genus/Species Number of Number of Number of
individuals individuals individuals with
caught with pollen monofloral

analyzed pollen from Hb

Halictinae Augochlorini Augochlora sp. Smith, 1 1 1 (100%)
1853
Augochlorini Augochloropsis 1 1 0

sp. Cockerell, 1897

Augochlorini Megalopta 45 12 9 (75%)
amoena (Spinola, 1853)

Augochlorini Pseudaugochlora 3 2 1 (50%)

pandora (Smith, 1853)

Halictini Dialictus sp. Robertson, 3 2 1 (50%)
1902
Apinae Apini Apis mellifera Linnaeus, 367 96 83 (86,45%)
1758
Centridini Centris (Centris) 17 13 1

caxiensis Ducke, 1907

Centridini Centris (Centris) 1 1 0
decolorata Lepeletier,
1841

Centridini Centris (Centris) 2 2 1 (50%)
[flavifrons (Fabricius,

1775)



533

Centridini

Exomalopsini

Meliponini

Meliponini

Tapinotaspidini

Xylocopini

Xylocopini

Xylocopini

Centris (Melacentris) 1
rhodoprocta Moure &

Seabra, 1960

Exomalopsis 14
(Exomalopsis)

analis Spinola, 1853

Melipona (Melikerria) 106
fasciculata Smith, 1854
Melipona (Melipona) 515
subnitida Ducke, 1910
Trigonopedia sp. Moure, 1
1941

Ceratina (Crewella) sp. 7
Cockerell, 1903

Xylocopa (Neoxylocopa) 132
cearensis Ducke, 1910

Xylocopa (Neoxylocopa) 15

grisescens Lepeletier, 1841

54

96

72

14

104

1 (16,66%)

45 (83,33%)

73 (76,04%)

3 (75%)

4 (5,55%)
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534  Table 2. Circular statistical analysis applied to visiting bees of Humiria balsamifera
535  wvar. floribunda to verify seasonality in phenological patterns of the total number of

536  individuals and most abundant species from restinga of Maranhao, Brazil in 2017.

Bees Mean Vector Month Length of Rayleigh test

(n) mean vector (Z2)

®)

Total Number  212.932° August 0.358 143.572%%*
Melipona 247.909° September 0.475 116.372%*
subnitida
Apis mellifera  242.218° September 0.184 12.466**
Xylocopa 140.315° May 0.469 29.039%**
cearensis
Melipona 174.072° June 0.228 5.512*
fasciculata
Megalopta 186.132° July 0.262 3.08%*
amoena

537 *p<0.05; **p <0.001.
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538  Table 3. Circular statistical analysis applied to visiting bees of Humiria balsamifera

539  wvar. floribunda to verify the preferred time for total individuals and most abundant

540  species from restinga of Maranhao, Brazil in 2017.

Bees Mean Vector Hour Length of Rayleigh test

(n) mean vector (Z2)

®)

Total Number  189.909° 12:39 0.683 574.477**
Melipona 194.624° 12:58 0.716 264.284%*
subnitida
Apis mellifera  180.870° 12:03 0.714 187.161%**
Xylocopa 191.922° 12:47 0.632 52.653%%*
cearensis
Melipona 184.528° 12:18 0.833 73.476%*
fasciculata
Megalopta 273.805° 18:15 0.607 16.56**
amoena

541  **p<0.001.
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floribunda; (b) Average temperature and relative humidity in 2017, Maranhao, Brazil.
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Figure 2. Circular distribution histogram of the flower-visiting bees of Humiria balsamifera var. floribunda during 2017, in Maranhéo, Brazil.

(a) Total number of individuals, and the most abundant species: (b) Melipona subnitida, (c) Apis mellifera, (d) Xylocopa cearensis, () Melipona
fasciculata, (f) Megalopta amoena.
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Figure 3. Circular distribution histogram of the flower-visiting bees of Humiria balsamifera var. floribunda during collection times (5:00h to
19:00h), in 2017, Maranhdo, Brazil. (a) Total number of individuals, and the most abundant species: (b) Melipona subnitida, (c) Apis mellifera,

(d) Xylocopa cearensis, (€) Melipona fasciculata, (f) Megalopta amoena.
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Figure 4. Binary matrix (qualitative demonstration) of the interaction networks between

bees and pollen types.



111

Apis mellifera

Humiria balsamifera

Melipona subnitida

Xylocopa cearensis

Chamaecrista ramosa

Melipona fasciculata Byrsonima

Ouratea

Pollen types

Bees

Doliocarpus

Chrysobalanus icaco
Comolia

Xylocopa grisescens

Centris caxiensis

Megalopta amoena AN?}’(; ‘;a sp-1
Exomalopsis analis 2 R M(;;uriri' guianensis
Ceratina (Crewella) £/ ‘:“ A =l N\ NILOI1
Centris flavifrons L Barnmiassarticiie
Dial'i(.'fus Mjﬁ’cia Sp.2
P. pandora S. adstringens
Augochlora ﬁggfgr‘;; ‘g um
Augochloropsis Althernanthera

\ \'"——— Mimosa misera
\ Schultesia
Rhynchospora

Passiflora

Centris decolorata
Centris rhodoprocta
Trigonopedia

Figure 5. Weighted matrix (quantitative demonstration) of the interaction networks

between bees and pollen types.
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Supplementary material.

Pollen types found on the bodies of bees visiting Humiria balsamifera var. floribunda in
a restinga area in Maranhao, Brazil. A — Humiria balsamifera (Humiriaceae), B —
Byrsonima (Malpighiaceae), C — Chamaecrista ramosa (Fabaceae), D — Borreria
(Rubiaceae), E — Chrysobalanus icaco (Chrysobalanaceae), F — Doliocarpus
(Dilleniaceae), G — Ouratea (Ochnaceae), H — Cuphea tenella (Lythraceae), I — Mouriri
guianensis (Melastomataceae), J — Stryphnodendron adstringens (Fabaceae), K —
Althernanthera (Amaranthaceae), L — Anacardium (Anacardiaceae), M — Comolia
(Melastomataceae), N — Myrcia sp.1 (Myrtaceae), O — Abarema (Fabaceae), P — Myrcia
sp.2 (Myrtaceae), Q — Mimosa misera (Fabaceae), R — Schultesia (Gentianaceae), S —

Rhyncospora (Cyperacee), T —NIL.O1, U —NI.02, V — Passiflora. Bars = 10 um.
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Honey pollen spectra of two species of stingless bee (Apidae: Meliponini) in

Lenc¢dis Maranhenses National Park, Brazil

Short running headline: Brazilian Meliponini honey pollen spectra

RAFAEL SOUSA PINTO?, MARCIA MARIA CORREA REGO! & PATRICIA

MAIA CORREIA DE ALBUQUERQUE!

! Department of Biology, Federal University of Maranhdo, Sdo Luis, Maranhdo, Brazil

Abstract

This study aimed to identify the pollen types present in the honey of Melipona
fasciculata and Melipona subnitida in a Restinga area (plant communities under a
marine influence), and identify pollen grains that belonged to plants with nectar
resouces. In total, 56 pollen types were found in the honey samples of the two bee
species studied, with a large number of representatives from the Fabaceae and
Mpyrtaceae families. Melipona subnitida honey had higher pollen richness, diversity and
evenness than M. fasciculata honey. Many of the pollen types identified in the samples
were considered nectarless, but 28 types belonged to plants that produce nectar. The
main nectar-producing specie found was Humiria balsamifera, particularly in M.

fasciculata honey. Other important sources of nectar were Chrysobalanus icaco,

2 Correspondence: Rafael Sousa Pinto, Laboratory of Bee Studies, Department of
Biology, Federal University of Maranhao, Av. dos Portugueses, 1966, Bacanga - CEP

65080-805, Sao Luis, Maranhdo, Brazil. E-mail: rafael spinto@hotmail.com
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Protium heptaphyllum and Coccoloba. Our results are vital for conservation and
management programs because the maintenance of social bee populations depends upon

constant resource collection.

Keywords: melissopalynology, meliponiculture, Melipona fasciculata, Melipona

subnitida, floral resources, nectariferous plant, Restinga
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Introduction

Bees of the Meliponini tribe (Apidae) have stunted stings (Michener 2007), which
facilitates their handling and rearing. Many of these species produce honey that is
highly valued in regional markets, both as a natural food and as a medicinal products
(Bijlsma et al. 2006; Cortopassi-Laurino et al. 2006). Honey from these bees has a
different taste and aroma to that of Apis mellifera L. honey, but due to a lack of
regulation, it is not marketed on a large scale; consequently, it is less well known in
large urban centres. However, stingless bee honey has great potential in a market that
demands organic food from pesticide-free regions that is produced by rural
communities. Furthermore these rural communities can grow economically through the
development of meliponiculture and conserve bee and plant species at the same time
(Alves 2013).

Stingless bees play an essential ecological role in ensuring the pollination of
many plants in the tropical regions (Ramalho et al. 1990). Because of the perenniality of
their colonies, the Meliponini are constantly required to exploit high pollen and nectar
sources to survive (Martins et al. 2011). However, although they are generalists in the
search for resources, they tend to consistently visit the same flower species, particularly
those with dense flowers that offer high rewards (Kajobe 2007; Obregodn et al. 2013).
To produce honey, social bees either visit many plant species to collect nectar, known
as heterofloral honeys; or visit a single plant species and produce monofloral honey
(Barth 1989). The later product often is guaranteed high market value.

The most commonly used method of determining what plant species these
insects collect nectar from is analysing the pollen grains present in the honey, which
provides concise information about the foraging species, the time of year and the

geographical region (Carvalho et al. 2001; Roubik & Patifio 2013). Identifying pollen
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grains and measuring their relative frequencies constitutes the honey pollen spectrum.
This knowledge is an important tool for understanding to the trophic niche of bees. The
use of floral resources in a particular region by sympatric species can be divergent or
convergent (Bruijn & Sommeijer 1997; Ferreira & Absy 2017; Rezende et al. 2019),
depending on their morphological and behavioural characteristics (Kajobe 2007).

In general, Melipona bees have an affinity for plants of the Fabaceae,
Melastomataceae, Myrtaceae, and Solanaceae across different biomes (Ramalho et al.
1989; Carvalho et al. 2001; Martins et al. 2011; Matos & Santos 2017). However, there
can be a wide variety of pollen types in honey samples from stingless bees with many
species considered nectarless, but occur due to the mixing of honey with pollen pots
inside the nest (Vit & d'Albore 1994). Therefore, in order to obtain a valid diagnosis of
the botanical origin of honeys, it is necessary to determine the quantitative frequency of
nectar-producing plants (von der Ohe et al. 2004; Barth et al. 2012).

Among the stingless bees that produce the most honey in Brazil are Melipona
(Melikerria) fasciculata Smith, 1854 and Melipona (Melipona) subnitida Ducke, 1910,
which are more managed in the North and Northeast regions, respectively (Venturieri et
al. 2003; Régo et al. 2017). These species coexist in the Len¢dis Maranhenses National
Park (LMNP), Maranhao, which is a Brazilian state in which meliponiculture is quite
widespread (Martins et al. 2011). From this perspective, the present study has the
following objectives: (1) to identify the honey pollen spectra of M. fasciculata and M.
subnitida in order to understand resource exploitation in the same location; and (2) to
record the relative pollen frequency of nectariferous plants in order to accurately

determine their contribution to honey production.

Materials and methods
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Study area

The study was conducted in Ponta do Mangue village, Barreirinhas, Maranhao, Brazil
(Figure 1). There are two meliponaries in this area, with natural nests and nest boxes of
the stingless bees Melipona subnitida (02°34° 52 S; 42°47° 44” W), popularly called
"jandaira", and M. fasciculata (02°34’ 54” S; 42°47° 43" W), known as "tiiba" or
"urugu cinzenta".

Ponta do Mangue lies within the LMNP. The park covers an area of 155,000 Ha,
and contains extensive dune systems with temporary and permanent lakes. The climate
of the region is tropical, with an average annual rainfall of ~1800 mm. January to June
has the highest rainfall, while the other months are dry. The average annual air
temperature is 28.5°C, and there are no wide temperature variations (Castro & Piorski
2002).

The vegetation of the LMNP occupies 453.28 km?, and 405.16 km? is
predominantly composed of Restinga (physiognomically distinct plant communities
under marine influence). There are also mangroves, riparian forests, and Cerrado that
cover a small proportion of the total area. In the Restinga, species typical of this type of
vegetation occur, but there are also species from other biomes, such as Cerrado,
Caatinga and riparian forest. Shrub species such as Humiria balsamifera (Aubl.) A.St.-
Hil. dominate, and large herbaceous communities that surround the lakes (Castro &
Piorski 2002). Restinga soils are generally acidic and nutrient-poor, this can select plant
species that are adapted to this type of environment (Ledo & Dominguez 2000).

Restinga is the main vegetation type at the study site, presenting patches
surrounded by sand dunes. A recent study in the same region found that social bees

concentrate their foraging activity at a ~1-km radius from the nest, and alter their
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foraging distance based on the abundance of resources near the nests (Silva et al.

2014a).

Honey pollen analysis

Honey samples for pollen analysis were obtained from three colonies of M. subnitida
(MS 01, MS 02 and MS 03) and three colonies of M. fasciculata (MF 01, MF 02 and
MF 03) from January to December 2017. The honey was collected every month from
each colony using 10-mL sterile disposable syringes and placed in test tubes. In the
laboratory, 20 mL of distilled water was added to each 10 g of honey sample before it
was centrifuged for 10 min at 2000 rpm (relative centrifugal for [RCF] = 697 g). The
supernatant was discarded and the pellet was analysed by the Erdtman (1960) acetolysis
method.

Pollen grains were identified using the Palinotheca of the Federal University of
Maranhao (PALIUFMA) from microscope slides that contained pollen from plants
collected in the region, as well as from the literature (Roubik & Moreno 1991; Silva et
al. 2010; Silva et al. 2014b; Lorente et al. 2017). When possible, we identified pollen
grains to species level; however, we also used the “pollen type” criterion, in which
pollen grains are grouped by their morphological similarities to existing taxonomic
groups (Joosten & Klerk 2002).

Initially, 600 pollen grains per sample were counted, corresponding to 1800
grains per month for each bee species. Subsequently, we adopted the procedure
proposed by Barth (2005) and von der Ohe (2004), which excluded the pollen of
nectarless plants. Therefore, we performed an annual quantitative grouping of the pollen
of nectar-producing species to identify which were the most important species for bees.

Pollen types that originated from plants producing only pollen, resin and/or oil were
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removed from the total sum. In order to identify the plant species, we used literature on
floral species, genera and families, as well as floristic inventories conducted in the study
region by the Laboratory of Bee Studies (LEACOL/UFMA), which contains plant
phenological and floral characteristics (unpublished data). Plants in the
LEACOL/UFMA checklist are also mentioned by Rodrigues et al. (2019) as occurring

in the LMNP.

Data analysis

In order to ascertain their importance in the monthly samples, each pollen type was
classified according to Louveaux et al. (1978): dominant pollen (>45% of the total
number of grains counted), accessory pollen (15-45%), important isolated pollen (3—
15%), and occasional isolated pollen (less than 3%).

Similarities between the pollen types present in the M. fasciculata and M.
subnitida colonies and between evaluated months were determined using multivariate
cluster analysis, as represented by the dendrograms generated by Minitab 14 (Minitab
2003). Also, to verify the diversity dimension and the degree of uniformity of the pollen
types found in the colonies, the Shannon diversity index (H') and Pielou’s evenness
index (J') were calculated with the Past program (Hammer et al. 2001). Student’s #-test

was used to compare the index values of the two bee species (p < 0.05).

Results

Honey pollen spectra

Over the study period, 56 pollen types belonging to 34 botanical families were found,
with four indeterminate types. The families Fabaceae (nine), Myrtaceae (five),

Arecaceae (three), and Melastomataceae (three) had the greatest numbers of pollen
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types in the samples. In the three Melipona fasciculata colonies, 44 pollen types
occurred, five of which were unique in their samples (Table I). In the M. subnitida
colonies, 51 types were observed, 12 of which occurred exclusively for this bee (Table
I0).

Microscopic images of the main pollen types are shown (Figure 2). On average,
the most abundant types of pollen in Melipona fasciculata honey were Humiria
balsamifera (41.81%) (Figure 2A, B), Doliocarpus (11.12%) (Figure 2C, D),
Chrysobalanus icaco L. (9.38%) (Figure 2E, F), Chamaecrista ramosa (Vogel) H.S.
Irwin & Barneby (6.79%) (Figure 2G, H), Myrcia sp.1 (5.85%) (Figure 21), Byrsonima
(4.57%) (Figure 2J), Comolia lythrarioides (Steudel) Naudin (4.42%) (Figure 2K, L),
Protium heptaphyllum (Aubl.) Marchand (3.73%) (Figure 2M, N), Mouriri guianensis
Aubl. (2.95) (Figure 20, P), Coccoloba (2.56%) (Figure 2Q, R), and Ouratea (2.06%)
(Figure 2S). Humiria balsamifera appeared as dominant pollen (> 45%) in June, July,
September, and October and Byrsonima pollen predominated in February (Table I).

In the Melipona subnitida samples, the most abundant types of pollen were C.
Iythrarioides (23.37%), Doliocarpus (15.45%), Humiria balsamifera (13.95%), Myrcia
sp.1 (10.35%), Chrysobalanus icaco (9.67%), Mimosa misera Benth. (5.10%) (Figure
2T), Pterolepis (4.98%), Chamaecrista ramosa (4.42%), Coccoloba (3.46%), and
Mouriri guianensis (3.04%). Among these, Comolia lythrarioides was the dominant
pollen in June, July, and August, whereas Doliocarpus dominated in January and March
(Table 1I).

In relation to the trophic niche, Melipona subnitida honey had higher richness of
pollen types (mean = 42), pollen diversity (mean = 2.34), and evenness (mean = 0.62)
when compared to M. fasciculata honey (34.66, 2.07, and 0.58, respectively) (Tables I

and II), with significant differences in richness and diversity (Student’s #-test, p < 0.05),
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but not evenness (p = 0.10). The similarity of M. fasciculata and M. subnitida colonies
were 78.31% similar and formed two distinct groups, with one bee species in each
group (Figure 3A). Colonies MS 01, MS 02, and MS 03 were grouped with 97.65%
similarity (Group A), and colonies MF 01, MF 02, and MF 03 were grouped with
96.56% similarity (Group B).

When similarity among months was evaluated, four groups were formed, plus an
isolated month referring to MF Feb (Figure 3B). Group A contained very similar
samples (94.59%) of Melipona fasciculata from April to November, and Group B was
formed by samples MF Jan, MS Jan, MS Mar, and MS Apr with 93.38 % similarity.
Group C had 87.26% similarity, and included the two previous groups plus the samples
of M. subnitida from May to October and also MF Mar. Group D was composed of
Groups A, B and C, and MS Feb, MS Nov, MS Dec, and MF Dec with 81.57%

similarity.

Nectar-producing species
Of the 52 pollen types identified in the samples, 21 belonged to plant species with only
pollen as a floral resource, two were from oil/pollen-producing plants, and one was
from plants with resin/pollen. Twenty-eight types were considered as originating from
plants that offer nectar/pollen to visitors (Table I, Table II). From the total count,
58.95% of the pollen grains found in M. fasciculata honey and 29.94% of those found
in M. subnitida honey were from nectar-producing plants. The percentage of annual
importance for each bee species was calculated based on these results.

Melipona fasciculata visited 21 nectariferous plant species throughout the year,
with four to 11 pollen types per month (Table I), and M. subnitida visited 25

nectariferous plant species, with six to 15 pollen types (Table II). Melipona fasciculata
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samples were dominated by pollen from Humiria balsamifera (70.92%), followed by
Chrysobalanus icaco (15.91%), Protium heptaphyllum (6.32%), and Coccoloba
(4.33%) (Figure 4A). Melipona subnitida samples were also dominated by H.
balsamifera pollen, but to a lesser extent (46.60%), followed by Chrysobalanus icaco
(32.28%), Coccoloba (11.55%), and Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

(2.29%) (Figure 4B).

Discussion
The richness of pollen types we found in honey samples from Melipona subnitida and
M. fasciculata has been well documented in several studies of stingless bees (Carvalho
et al. 2001; Martins et al. 2011; Novais & Absy 2015; Ferreira & Absy 2017; Rezende
et al. 2019). Most pollen types found were from the Fabaceae and Myrtaceae, which are
very common in Meliponini honey (Carvalho et al. 2001; Novais & Absy 2015; Costa et
al. 2017). These families have many species in tropical regions (Ramalho et al. 1990),
such as in areas of Restinga (Assis et al. 2004; Dérea et al. 2010; Rodrigues et al. 2019).
The slightly higher pollen richness and diversity values found in the Melipona
subnitida colonies suggest that this species exploits resources in a more heterogeneous
way than M. fasciculata does, so much so that the number of pollen grain types was
higher in all of its colonies. Although the evenness among the bees was not different, M.
subnitida tends to have less pollen types dominating its pollen spectrum. Similar results
to honey of M. subnitida were found in M. scutellaris samples (Lucas et al. 2018). In an
analysis of four Melipona species, Ribeiro et al. (2018) found that there were twice as
many pollen types in M. subnitida geopropolis samples than in M. fasciculata

geopropolis samples, indicating that the latter exploits fewer resources.
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The cluster analysis revealed that the bees’ foraging behaviour followed the
plants’ flowering period because the samples were similar in adjacent months, which is
common in stingless bees (Aleixo et al. 2017). In addition, colonies of the same species
had high similarity in pollen types, suggesting that there is less variation in intraspecific
foraging than in interspecific foraging (Eltz et al. 2001). This may be due to the fact that
colonies of the same species have the same specific preferences, morphophysiological
constraints, foraging areas, and may share information regarding scent trails to botanical
sources (Faria et al. 2012). However, the two species had similar pollen grains in their
honeys, reflecting the fact that the niches of Melipona species overlap because they
exploit the most attractive resources available in the environment (Wilms & Wiechers
1997; Ferreira & Absy 2017). This is common in most tropical ecosystems in which
many species of stingless bee coexist (Bruijn & Sommeijer 1997). Rezende et al. (2019)
analysed the honey of two Melipona and two Scaptotrigona species and found that
species of the same genus converged in resource use; therefore, in stingless bees,
preferences differ among taxa.

Many pollen types belonged to species that do not produce nectar as a floral
resource, and the Melipona subnitida and M. fasciculata samples contained a similar
number of nectarless species. This fact may be due the internal activity of the bees,
because stingless bees store their resources separately in honey pots and pollen pots,
and pollen collected to feed the offspring is can appear in honey pots (Vit & d'Albore
1994; Costa et al. 2017). Despite this, pollen from plants whose flowers offer only
pollen or oil and resin is important in demonstrating the pollen spectra used by bees,
and their plant preferences, and may also help to characterise the product's

phytogeographical origin.
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Pollen grains of species such as Chaemacrista ramosa, Mouriri guianensis,
Ouratea, Comolia lythrarioides and Pterolepis are very common in honey, and are quite
common in pollen pots of M. subnitida, as reported by Pinto et al. (2014). All of these
plants have poricidal anthers, and species with this type of anther commonly only
provide pollen as a floral reward (Buchmann 1983). Bees of the genus Melipona and
Bombus have intrinsic preferences for these species because they are the only social
bees able to collect pollen by the vibrating their flying musculature, known as “buzz
pollination” (Nunes-Silva et al. 2010).

Other frequent pollen types, such as Doliocarpus, Myrcia sp.1, and Mimosa
misera are also representative of pollen sources (Pinto et al. 2014) and have small
pollen that is liberated in large quantities by plants, which is why they appear
overrepresented in honey samples (Ferreira & Absy 2017). Mimosa and Myrcia pollen
are commonly found in melissopalinological analyses (Souza et al. 2019) and are
generally considered nectar supply plants for bees (Barth 1989), but were not
considered nectariferous because floristic surveys of the region have not indicated that
these plants contain nectar, which agrees with the literature for Mimosa misera (Novais
et al. 2009) and Myrcia species (Silva et al. 2010).

In regions with a high floristic diversity, such as the Neotropics, the separation
of pollen grains into plant species that do and do not provide nectar is often hampered
by the difficulty of species identification and a paucity of floristic surveys. Barth (2005)
and von der Ohe (2004) consider that the frequency calculation must be carried out on
the pollen types of plants that produce a lot or a little nectar to determine the actual
botanical sources that contribute to honey production. In the honey pollen spectra of the
two bee species studied, approximately half of the pollen types found belonged to

nectar-producing species (47.7% Melipona fasciculata, 49.01% M. subnitida).



126

However, M. subnitida honey contained many pollen grains from plants without nectar,
e.g. Comolia lythrarioides, which was a dominant component for three months and
Doliocarpus for two months. Melipona fasciculata honey was dominated by the nectar
producing Humiria balsamifera pollen for four months and this species was an
accessory pollen for six months. Martins et al. (2011) also found that M. fasciculata
honey is dominated by nectariferous plant pollen.

Melipona subnitida had 25 nectar-producing species in the honey pollen
spectrum, and this total was slightly higher than that found by a previous study in the
same location (Pinto et al. 2014), in which 20 pollen types were found. This difference
may be related to the fact that the first analysis was performed every two months, which
may have omitted some less important sources. Pollen that was considered important
(between 3% and 15%) in the previous study, such as Borreria verticillata (L.) G. Mey.
and Cuphea tenella Hook. & Arm., now only occur occasionally (<3%) (Pinto et al.
2014). In addition, Copernicia pollen was novel, and Anacardium occidentale L. pollen
was not seen in the present study in M. subnitida honey but was found in M. fasciculata
honey. This possibly relates to monthly variations in flowering intensity which can also
vary annually (Machado 2013).

Most types of pollen grains from nectariferous plants were only occasionally
found (<3%), possibly because of the random foraging behaviour of some workers or
because plants that produce little pollen and more nectar are underrepresented (Barth
1989). Other explanations for these occasional pollens may be the plants’ distance from
the colony, a low abundance of plant species in the environment, and the very quality of
the resource itself interfering with the attraction of bees (Pierrot & Schlindwein 2003;

Ferreira & Alsy 2017).
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As expected, Humiria balsamifera was the main source of nectar for both bee
species, particularly Melipona fasciculata, because it is abundant in the region. Its
importance to M. subnitida was only discovered when the proportion of species that
secrete nectar was analysed. The structure of H. balsamifera flowers facilitates the
transfer of pollen to the bee, so it has a greater chance of occurring in honey. The
flowers are small and the nectary is intrastaminal, with little nectar (Nicolson &
Thornburg 2007; Holanda et al. 2015). Therefore, when seeking nectar, bees easily
come into contact with pollen grains on the anthers, which adhere to their bodies, and
may also end up sucking the pollen along with the nectar (Barth 2004). This last
possibility can occur frequently because anthers senesce in the afternoon and pollen can
easily become incorporated into the nectar. Even after this occurs, the flowers continue
to secrete nectar and bee visitation does not cease (Holanda et al. 2015).

Humiria balsamifera has a mainly shrub habit and a high population density at
the sample site. Estimates indicate that an individual plant can have over 50,000 flowers
(Viana et al. 2006). Even in months with decreased flowering, some specimens have
many flowers that are gathered in showy inflorescences, which act as a very attractive
visual display for bees (Viana et al. 2006; Aleixo et al. 2017). According to Holanda et
al. (2015), plant visitors forage for long periods on the same plant. This is a
characteristic behaviour of stingless bees, because they have sophisticated
communication systems that allow them to quickly recruit their colleagues to places

with good resources (Nieh 2004; Schmidt et al. 2006).

Conclusions
Honey pollen spectra of Melipona fasciculata and M. subnitida revealed that colonies

tended to exhibit similar resource exploitation behavior, and contained a large number
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of pollen types; however, many pollen types are from plants considered nectarless, and
may appear due the workers' behavior inside the colony. Both bee species had affinity
with plants in the Fabaceae, Myrtaceae, Melastomataceae, and Dilleniaceae families,
which has also been found with other Melipona spp. in a variety of ecosystems.

Many plants were sources of nectar for the two bee species, and Humiria
balsamifera was the main resource for most of the year, particularly for M. fasciculata.
Humiria balsamifera may be the main source of honey in this region, but to the best of
our knowledge, there are no reports of this plant’s pollen in melissopalynological
studies. This and other important species, such as Chrysobalanus icaco, Protium
heptaphyllum and Coccoloba, indicate the geographical origin of honey on the
Maranhao State coast. In addition to palynological analyses, honey’s physico-chemical

properties should be investigated in order to ascertain the botanical origin of honey.
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Table 1. Frequency of pollen types found in honey of Melipona fasciculata (colonies MF 01, MF 02, and MF 03) from January to December

2017. Classification: O - Occasional isolated pollen (<3%), I — Important isolated pollen (3-15%), A - Accessory pollen (15-45%; in bold), D -

Dominant pollen (> 45%; in bold). Flower resources: N = Nectar/Pollen, P = Pollen only, R = Resin/Pollen, OP = Oil/Pollen.

POLLEN TYPE

RESOURCE

NOV  DEC MFO01

MF 02

MF 03

AMARANTHACEAE
Alternanthera
ANACARDIACEAE
Anacardium occidentale
APOCYNACEAE
Hancornia

Secondatia
ARECACEAE
Copernicia

Orbignya phalerata
BIGNONIACEAE
Bignoniaceae type
BURSERACEAE
Protium heptaphyllum
CHRYSOBALANACEAE
Chrysobalanus icaco
CLUSIACEAE

Clusia grandiflora
CYPERACEAE

Rhynchospora nervosa

Neb

*Na.h

sed
Nede

Nb
Pe

Nebede

Neh

Nc.d

Roi

0.01

0.11

0.01

3.26

4.24

0.03

0.13

0.13

0.08

0.01

2.63

9.04

0.07

0.10

0.06

0.01

0.08
0.07

0.26

5.29

14.86

0.03

0.07



DILLENIACEAE
Doliocarpus
ERIOCAULACEAE
Syngonanthus
FABACEAE
Centrosema
Chamaecrista ramosa
Copaifera

Hymenea velutina
Mimosa misera
Stryphnodendron adstringens
HUMIRIACEAE
Humiria balsamifera
LAURACEAE
Cassytha
LORANTHACEAE
Loranthaceae type
LYTHRACEAE
Cuphea tenella
MALPIGHIACEAE
Byrsonima
MELASTOMATACEAE
Comolia Ivthrarioides
Mouriri guianensis
Pterolepis
MYRTACEAE

Eucaliptus

pei

Nbe

pbe

Nbeg

pe

Nbee

Neno

#pe

Nd

Nab.e

Opbeg

pedp

OPeda

pedp

Nﬂ,b,d

© O O o0 ©O

—_

o 0 O o o

© o0 oo~

9.82

0.01

7.69
0.01
0.01
0.72
0.38

48.29

542

4.00
2.00
1.24

14.42

0.01
5.76
0.08
0.07
0.71
0.14

36.54

3.82

6.38

3.86

1.39

0.17

139

9.13

6.92
0.18
0.35

0.10

40.61

0.01

4.49

2.88
3.00
2.40
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Eugenia Pphese 1 [0} [0} (6] [0} 1.14 0.10 0.13
Myrcia sp.1 pbeg o (¢] (¢] (6] o o (6] 1 A I 1 1 5.68 8.47 3.39
Myrcia sp.2 pheg e} o 0.44 0.04
OCHNACEAE

Ouratea phede o (6] (6] o (6] I I o 2.10 1.26 2.82
PASSIFLORACEAE

Turnera ulmifolia Nbed (¢} (¢} o 0.39 0.17
PIPERACEAE

Piperaceae type *pr (@] (€] 0.03 0.03
POACEAE

Poaceae type pd 0] o) 0.03 0.08
POLYGONACEAE

Coccoloba Nbeo A [¢) [0) 1 o [¢) 224 3.49 1.94
RUBIACEAE

Borreria verticillata Nbed [¢) [0) 0] [¢) [¢) 0.07 0.04 0.07
Tocoyena brasiliensis *Ned (6] 0.04
SAPOTACEAE

Manilkara Nbed (6] (6] (6] 0.08 0.01 0.01
SIMAROUBACEAE

Simaba Ned o 0.07 0.04
INDETERMINATE

1.01 - (0] (6] o 0.03 0.03 0.03
1.02 - [0} 0.01 0.01
1.03 - o o 0.07 0.01
1. 04 - [¢] 0.03

Richness (S) 22 19 19 21 20 14 16 15 16 21 19 19 35 34 35

Diversity index (H') 1.99 2.16 2.08
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Evenness (J') 0.56 0.61 0.58

*Exclusive pollen type in M. fasciculata honey.
References: *Silva et al. 2014b; "RCPOL 2018; °Report by Régo and contributors (floristic survey of the region — unpublished data); 9 Nicolson
and Thornburg 2007; “Martins et al. 2013; £Silva et al. 2010; "Marques-Souza and Kerr 2003; ‘Kaminski and Absy 2006; Ramos et al. 2005;

Novais et al. 2009; "Holanda et al. 2015; °Viana et al. 2006; POliveira-Rebougas and Gimenes 2004; 9Oliveira et al. 2016; "Semple 1974.
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Table 11. Frequency of pollen types found in honey of Melipona subnitida (colonies MS 01, MS 02, and MS 03) from January to December
2017. Classification: O - Occasional isolated pollen (<3%), I — Important isolated pollen (3-15%), A - Accessory pollen (15-45%; in bold), D -

Dominant pollen (> 45%; in bold). Flower resources: N = Nectar/Pollen, P = Pollen only, R = Resin/Pollen, OP = Oil/Pollen.

POLLEN TYPE RESOURCE JAN FEB MAR APR MAY JUN JUL AUG SEP OCT NOV DEC MSO0l MS02 MSO03
AMARANTHACEAE

Alternanthera Nab (6] [¢] 0.04 0.17
APOCYNACEAE

Secondatia Nede o 0] 0.01 0.01
ARECACEAE

Copernicia Nb (6] [¢] (6] (6] (0] (6] (€] (€] 0] 0.06 0.22 0.33
Mauritia flexuosa *pf [¢] 0.04

Orbignya phalerata Pe (6] o o (6] 0.01 0.60 0.25
BIGNONIACEAE

Bignoniaceae type Nebedg o 0] o 0] 0] 0.01 0.04 0.17
BURSERACEAE

Protium heptaphyllum Neh (6] (6] (6] @] (6] @] 0.24 0.14 0.63
CARYOCARACEAE

Caryocar brasiliense *Nbdg o [0} e} 0.01 0.01 0.01
CHRYSOBALANACEAE

Chrysobalanus icaco Ned 1 A 1 1 1 o [¢] 1 1 A A A 8.67 9.81 10.52
CLUSIACEAE

Clusia grandiflora Red O o 0.06 0.03
CYPERACEAE

Rhynchospora nervosa ped 0] 0] 0.11 0.01



DILLENIACEAE
Doliocarpus
ERIOCAULACEAE
Syngonanthus
FABACEAE
Abarema cocleata
Centrosema
Chamaecrista ramosa
Copaifera

Hymenea velutina
Mimosa misera
Periandra mediterranea
Senna
Stryphnodendron adstringens
HUMIRIACEAE
Humiria balsamifera
LAMIACEAE

Hyptis
LORANTHACEAE
Loranthaceae type
LYTHRACEAE
Cuphea tenella
MALPIGHIACEAE
Byrsonima
MALVACEAE
Stercilia

MELASTOMATACEAE

pe

*Nc‘k
NbAc
pbe
Nh,c.g
P

Pc,l
FNem
*Pn,h.g

Nbe.g

Nen.o

#Nbe.g

Nabe

Opbee

*Ned

© ©0 o 0o

© O o ©°

16.83

0.10

0.11

0.01

5.57

0.25

0.13

532

0.82

10.88

0.03

0.01

0.03

13.85

0.13

0.01

2.56

0.74

0.15

4.74

0.06

0.75

17.88

0.07

0.10

0.01
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15.67
0.03
0.03
5.14
0.58
0.03

5.25

0.22
0.49

13.11

0.01

0.10

0.17

0.03
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Comolia Iythrarioides pedp A 1 1 A D D D A A 26.62 20.82 22.66
Mouriri guianensis Opeda (¢] A 1 (¢] (0] (¢] [¢] o (0] 1.15 4.01 3.94
Pterolepis pedp I A A 5.46 5.43 4.06
MENYANTHACEAE

Nymphoides indica *Ne¢ (6] 0.01

MYRTACEAE

Eucaliptus Nabd (0] o o 0] 0.03 0.03 0.06
Eugenia pbeg [¢] (0] o [¢] [0) [¢] o o I 0.76 0.75 0.74
Myrcia sp.1 pbese (0] I (o) I (¢} (0] o I A A A I 12.38 8.82 9.82
Mpyrcia sp.2 pbesg (6] 1 (6] (6] 1.46 0.04 0.01
Myrcia sp.3 *Pphiog 0] [0} 0.15 0.06
OCHNACEAE

Ouratea pbede [0} (o) (¢} o (0] I (0] 0.69 1.36 0.68
PASSIFLORACEAE

Turnera ulmifolia Nbed [¢] 0] I 0.19 0.06 1.00
POACEAE

Poaceae type pbd 0] 0] 0] 0.04 0.03
POLYGONACEAE

Coccoloba Nbeo I [0} I I I (0] (o) o o 1.33 5.92 3.13
RUBIACEAE

Borreria verticillata Nbed [¢] (0] o [¢] (0] o o 0.15 0.13 0.17
RUTACEAE

Rutaceae type *N2b O (6] o (6] 0.07 0.03
SAPOTACEAE

Manilkara Nbed o o 0.04
SIMAROUBACEAE

Simaba Ned o (6] 0.08 0.01 0.03
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SOLANACEAE

Solanum *pube (o) 0.18
URTICACEAE

Cecropia *pab [0} 0.01
INDETERMINATE

101 - O (6] O 0.03 0.08
1.02 - o o (¢] 0.03 0.03 0.01
1.03 - (6] 0.06 0.10 0.17
.04 - (6] 0.04 0.04

Richness (S) 19 26 26 18 21 16 13 16 21 17 21 28 42 42 42
Diversity index (H') 226 237 2.40
Evenness (J') 0.60 0.63 0.64

*Exclusive pollen type in M. subnitida honey.

References: *Silva et al. 2014b; PRCPOL 2018; “Report by Régo and contributors (floristic survey of the region — unpublished data); ¢ Nicolson
and Thornburg 2007; “Martins et al. 2013; fMendes et al. 2017; £Silva et al. 2010; "Marques-Souza and Kerr 2003; 'Kaminski and Absy 2006;
iRamos et al. 2005; XIganci and Morim 2009; 'Novais et al. 2009; ™Funch and Barroso 1999; "Holanda et al. 2015; °Viana et al. 2006; POliveira-

Rebougas and Gimenes 2004; 90liveira et al. 2016.
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Figure 1. Location of the study area: A. Brazil. B. Maranhao State, including the

Lengo6is Maranhenses National Park. C. “Ponta do Mangue” village.
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Figure 2. Main pollen types present in honey samples from the bees Melipona
fasciculata and Melipona subnitida. A, B. Humiria balsamifera (Humiriaceae), polar
and equatorial views. C, D. Doliocarpus (Dilleniaceae), polar and equatorial views. E,
F. Chrysobalanus icaco (Chrysobalanaceae), polar and equatorial views. G, H.
Chamaecrista ramosa (Fabaceae), polar and equatorial views. 1. Myrcia sp.1
(Myrtaceae), polar view. J — Byrsonima (Malpighiaceae), polar view. K, L. Comolia
Iythrarioides (Melastomataceac), polar and equatorial views. M, N. Protium
heptaphyllum (Burseraceae), polar and equatorial views. O, P. Mouriri guianensis
(Melastomataceae), polar and equatorial views. Q, R. Coccoloba (Polygonaceae), polar
and equatorial views. S. Ouratea (Ochnaceae), polar view. T. Mimosa misera

(Fabaceae).
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Figure 3. Similarity dendrogram based on the percentage data of the pollen types found
in the honey of Melipona subnitida (colonies MS 01, MS 02, and MS 03) and Melipona
fasciculata (colonies MF 01, MF 02, and MF 03) from January to December 2017. A.

Similarity between colonies. B. Similarity between months.
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Origem floral, caracteristicas fisico-quimicas e propriedades antioxidante e

microbiana de méis produzidos na restinga do Maranhao, Brasil

Rafael Sousa Pinto!, Albeane Guimardes Silva!, Vanessa Paula?, Patricia Maia Correia

de Albuquerque! Leticia M Estevinho?

!Departamento de Biologia, Universidade Federal do Maranhao, Av. dos Portugueses,
1966 - Vila Bacanga, 65080-8035, Sdo Luis, Brasil
2 CIMO, Mountain Research Center, Polytechnic Institute of Braganga, Campus Santa

Apolonia, 5301-855, Braganga, Portugal

Resumo

Dezessete amostras de mel de abelhas sem ferrdo (Melipona subnitida, M. fasciculata,
M. flavolineata) e Apis mellifera provenientes de areas de restinga de trés municipios do
Maranhao, Brasil, foram analisadas quanto a origem botanica, parametros fisico-
quimicos, qualidade microbiologica, componentes bioactivos (conteudo fendlico total e
flavonoides total) e propriedades antioxidantes. Foram verificados 41 tipos polinicos
com dominancia das plantas Humiria balsamifera (3 amostras), Myrcia sp.1 (3
amostras), Fabaceae sp.1 (2 amostras) ¢ Protium (1 amostra). Somente num mel de M.
subnitida foram observados valores de HMF superiores a 80 mg/Kg. Nas amostras de
méis das abelhas sem ferrdo ndo foi detectada atividade diastasica. A maioria das
amostras dos méis de Melipona apresentaram teor de umidade mais elevado e presenca
de agtcares redutores menor que as de 4. mellifera. Em trés méis de Melipona a acidez
foi superior ao estabelecido para mel comercial (50 meq/Kg) e nove amostras de mel
das abelhas sem ferrdo de Morros e Beldgua apresentaram valores de pH superiores a 5.
A condutividade elétrica foi marcante, com 88,2% dos méis com valor acima de 0,8
mS/cm. O teor de cinzas variou entre 0,18% a 0,45% valores dentro do padrdo para mel
floral (até 0,60%). A correlagdo entra o conteudo fendlico total e a atividade
antioxidante dos méis (DPPH e FRAP, p < 0,01) foi positiva, e os flavonoides totais
foram os fatores que mais influenciaram a cor dos méis (r = 0,895, p <0,01). A Analise
de Componentes Principais demonstrou75,21% da variancia dos dados no PC1 e PC2, e
evidenciou a influéncia da origem botanica e geografica nas propriedades dos méis. Na

globalidade, a qualidade microbiologica dos méis foi boa, podendo ser considerados
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adequadas para consumo, com exce¢ao de um mel de 4. mellifera que deu positivo para

a presenga de esporos de clostridios sulfito redutores.

Palavras-chave: Abelhas sem ferrdo; melissopalinologia; vegetacao de restinga;
analises fisico-quimicas; contetido fendlico total; atividade antioxidante; andlise

microbiana.

1. Introducao

O mel produzido pelas abelhas ¢ elaborado a partir do néctar das flores, e em
certos casos de exsudatos vegetal ou animal. Esse produto é naturalmente um adocante
de alto valor energético, pelo predominio na sua composi¢ao de véarios tipos de
carboidratos, com destaque para os monossacarideos frutose e glicose, mas também
contém agua, e constituintes secundarios como minerais, acidos organicos, proteinas,
aminoacidos livres, enzimas, compostos fenolicos, flavonoides, compostos volateis,
carotenoides, entre outros (Alvarez-Suarez et al., 2010). Muitos desses nutrientes
tornam esse alimento rico em beneficios ao ser humano, quer a nivel alimentar, quer por
apresentar propriedades antivirais, antimicrobianas e antioxidantes. Os compostos
fenolicos e flavonoides, por exemplo, possuem atividade antioxidante ajudando na
prevencdo de enfermidades provocadas pelos radicais livres (Bogdanov et al., 2008;
Viuda-Martos et al., 2008; Alvarez-Suarez et al., 2010).

A composi¢do bioquimica do mel ¢ bastante variavel conforme uma ou
multiplas fontes florais, regido geografica de procedéncia, espécie de abelha, e praticas
de producdo (Da Silva et al., 2013; Karabagias et al., 2014; Biluca et al., 2016; Silva et
al., 2016; De Sousa et al., 2016). Por meio de analises palinologicas pode-se conhecer a
origem botanica e geografica do mel (Barth 1989; Von Der Ohe 2004). A analise das
propriedades fisico-quimicas também contribui para o conhecimento da origem do
produto, dos aspectos biologicos e de qualidade deste produto (Bogdanov et al., 2008;
Gomes et al., 2010; Da Silva et al., 2013).

Na produgdo de mel em todo o mundo se destaca a abelha Apis mellifera
(Apidae: Apinae) pela sua alta produtividade, dominio tecnologico da apicultura e
requisitos estabelecidos para comercializa¢ao do produto (Brasil 2000). No entanto, em
regides tropicais e subtropicais do mundo ocorre a criagdo de abelhas sem ferrdo

(Apidae: Meliponini), pratica chamada de meliponicultura. Essas abelhas sao de facil
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manejo, por vezes criadas com técnicas rusticas (Gostinski et al., 2017), e embora
produzam mel em menor quantidade, originam renda extra a pequenos produtores
rurais.

A tribo Meliponini constitui um grupo diversificado de abelhas, em torno de 400
espécies apenas na regido Neotropical (Cortopassi-Laurino et al., 2006), o que torna a
regulamentac¢do da qualidade e identidade de seus méis bem dificil. Em geral, o mel das
abelhas sem ferrdo possui caracteristicas sensoriais e fisico-quimicas diferenciadas do
produzido por Apis mellifera, sobretudo no teor de umidade que ¢ mais elevado
(Almeida-Muradian et al., 2013; Biluca et al., 2016). Esses parametros sdo importantes
por questdes de seguranca e conservagao do mel, pois embora as propriedades do mel
limitem a multiplicagdo de microrganismos (Kwakman e Zaat 2012), o produto pode ter
contaminacdes provenientes da propria colonia, meio ambiente ou pela manipulagdo
inadequada do produto (Gomes et al., 2010; Estevinho et al., 2012).

O Brasil abriga a maior riqueza de abelhas sem ferrdo (Jaffé et al., 2015), e pela
sua grande dimensao territorial e diversidade de sua flora pode oferecer diferentes tipos
de méis com caracteristicas peculiares de cada regido. Considerando a necessidade de
ampliar o conhecimento sobre os diferentes tipos de mel produzidos nas regides
tropicais, este estudo teve como objetivos identificar as fontes botanicas, propriedades
fisico-quimicas, compostos fenolicos, atividade antioxidante ¢ seguranca
microbiologica de méis produzidos por abelhas sem ferrdo (Melipona fasciculata, M.
subnitida e M. flavolineata) e pela exotica Apis mellifera, no Maranhao, estado
brasileiro que fica entre o Norte e Nordeste do pais, onde a criacao de abelhas ¢ bastante

tradicional e o conhecimento das caracteristicas destes méis é limitado.

2. Materiais e Métodos
2.1 Procedéncia das amostras de mel

Os méis utilizados neste estudo procederam de produtores rurais de trés cidades
do estado do Maranhao, Brasil: Barreirinhas, Morros ¢ Belagua (Figura 01). Nesses
locais predomina o clima tropical quente e semi-imido (Aw’), com duas esta¢cdes bem
marcadas com chuvas de janeiro a junho, e estiagem nos demais meses. A precipitagdo
anual ¢ de aproximadamente 2.000 mm e a temperatura média superior a 26°C (IBAMA
2002; Barros et al., 2013).

Cinco amostras foram recolhidas em Barreirinhas, povoado Ponta do Mangue

(localidade = L.1), localizado no “Parque Nacional dos Len¢dis Maranhenses”. Na
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cidade de Morros foram obtidas 05 amostras em quatro povoados: Vila Nova (L2),
Bandeira (L3), Timbo (L4) e Cabeceira do Contrato (L7). Em Belagua foram coletadas
07 amostras em Buritizinho (L5) e Preazinho (L6). A formag¢do vegetal predominante
nessas localidades ¢ da restinga (IBAMA 2002; Barros et al., 2013; NUGEO, 2015). Os
ambientes de restinga sofrem forte influéncia marinha predominando plantas herbaceas
e arbustivas que crescem em solos arenosos e pobres em nutrientes (Gimenes 2007). Na
generalidade, proximo ao litoral oriental do Maranhdo ocorrem espécies tipicas das
formagoes vegetais costeiras, mas também dos biomas Cerrado, Caatinga e floresta
Amazonica (IBAMA 2002; Amaral et al., 2019). Como exemplo de plantas encontradas
na regido podemos citar Humiria balsamifera (mirim), Byrsonima spp. (murici),
Protium sp. (breu branco/almesca), Chrysobalanus icaco (guajira), Hymenaea
parvifolia (jabotd), Myrcia spp. (murta), Mouriri guianensis (pugd), entre outras
(IBAMA 2002; Barros et al., 2013; Amaral et al., 2019).

Os méis das abelhas sem ferrdo em estudo foram produzidos por Melipona
(Melikerria) fasciculata Smith, 1854, por Melipona (Michmelia) flavolineata Friese,
1900, muito comuns na Amazonia brasileira (Pedro 2014; Lemos et al., 2017) e por
Melipona (Melipona) subnitida Ducke, 1910, mais abundante na regido semi-arida do
Brasil (Régo et al., 2017; Almeida-Muradian et al., 2013). 10 amostras de M.
fasciculata (abreviagdo = MF) procederam das localidades L1 a L6. Trés amostras de
M. flavolineata (ML) foram de L5 e L6. Duas amostras de M. subnitida (MS) foram de
L1. Duas amostras de Apis mellifera (AM) de L6 e L7 (Figura 01).

2.2 Analise polinica

A identificacdo dos graos de pdlen presentes no mel foi feita com base no
método descrito por Louveaux et al., (1978), Barth (1989) e Von Der Ohe (2004).
Inicialmente foi pesado 10 g de cada amostra de mel, dissolvido em 20 mL de agua
destilada, e a mistura centrifugada a 2500 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento preparado em laminas seladas com parafina. As laminas foram
observadas em microscopio Optico para analise qualitativa dos tipos polinicos, e
posterior quantificacdo de 300 graos por amostra para definir as classes de frequéncia
polinica: Pélen dominante (D, >45%), Polen acessorio (A, >15% a 45%), Pdlen Isolado
Importante (I, >3% a 15%) e Polen Isolado Ocasional (O, <3%). Como referéncia para
identificacgdo dos tipos polinicos foram utilizadas a colegdo de palinologia do

LEACOL/UFMA e literatura especializada.
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Figura 01. Mapa de procedéncia dos méis analisados. (A) Brasil, (B) Estado do

Maranhao, (C) Cidades e respectivas comunidades rurais — Localidades L1 a L7.
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2.3 Parametros fisico-quimicos
As 17 amostras de mel permaneceram a temperatura ambiente no escuro até
realizagdo das analises. Todas as pesquisas fisico-quimicas foram feitas em triplicado,

com excegao da cor que foi somente realizada uma réplica.

2.3.1 Hidroximetilfurfural (HMF)

O método “after White” descrito pela International Honey Commission
(Bogdanov et al., 2002) foi utilizado para determinar o HMF dos méis. Foi liquefeito 5
g de mel em 25 mL de agua destilada e transferido pra um baldo volumétrico de 50 mL.
Adicionou-se 0,5 mL de solugd@o de Carrez I e 0,5 mL de solugdo Carrez II, mais dgua
destilada até completar o volume do baldo. A absorvancia da amostra filtrada foi lida a

284 nm e 336 nm, contra uma solugdo com 5 mL de NaHSOj3 (referéncia). No calculo
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do HMF utilizou-se a seguinte formula: HMF mg/Kg = (Abs284 —

Abs336) x 149.7 x [:—v], onde W representa o peso da amostra em gramas.

2.3.2 Atividade diastasica

Para determinar a atividade da enzima diastase, num baldao volumétrico de 50
mL inicialmente foi dissolvido 2 g de mel em solu¢do tampao maleato de sdédio pH 5,6.
Dessa mistura, 1 mL foi colocada em tubo de ensaio durante 4 minutos em banho-maria
a 40 °C. Em seguida, foi adicionada a pastilha “Amylazyme” e a solu¢do permaneceu
por mais 20 minutos em aquecimento. Posteriormente, foi adicionada 10 mL de Trizma
base. A leitura da absorvancia foi feita a 590 nm (Megazyme 2014). O valor do indice
foi expresso em: Gothe unidades/g = 20 x Abs590. O valor 20 equivale ao tempo de

incubagdo apo6s a adigdo da pastilha.

2.3.3 Umidade
O contetdo de agua avaliado através de um refratdmetro manual foi expresso em

porcentagem (Bogdanov et al., 2002).

2.3.4 Acucares redutores

O teor de acucares redutores dos méis foi determinado pelo procedimento
titulométrico de Lane e Eynon (Bogdanov et al., 2002). Resumidamente, 2 g de mel
foram homogeneizado em 200 mL de agua destilada, desta mistura 50 mL foi
transferida pra um baldo volumétrico de 100 mL, o qual foi completado com dgua
destilada. Posteriormente, foi feita uma titulagao preliminar misturando 5 mL de cada
uma das solugdes Fehling A e B, 7 mL de dgua destilada e 14 mL da solucao diluida de
mel. Esta mistura foi aquecida até ebuli¢do, depois adicionado 1 mL de azul de
metileno, e feita a titulagdo da solucao diluida de mel até a descoloragdo do indicador. A
partir disso, procedeu-se a determinagdo do teor em agucares redutores, com 0s mesmos
procedimentos, modificando o volume da solu¢do diluida (12,5 mL) e 4gua destilada
(25 subtraido pelo volume gasto na titulacdo preliminar). O teor foi expresso em
porcentagem: Acucares redutores = 2000/PxV, onde P correspondeu ao peso da

amostra de mel ¢ V ao volume da solugdo diluida usada na titulagao.
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2.3.5 Classificagdo da cor
A classificagdo da cor dos méis foi realizada pelo espectrofotometro VWR UV-
3100PC, na faixa de 560 nm, usando dgua desionizada como branco. Os valores foram

multiplicados por um fator de 3.15, para determinar as cores pela escala de Pfund

(USDA 1985).

2.3.6 pH e Acidez livre

O pH foi determinado pela leitura direta com o medidor de pH Mettler Toledo
de uma solugdo de 10 g de mel com 75 mL de dgua destilada. A acidez livre foi
verificada na mesma solucao pelo método titulométrico com NaOH 0.1M até atingir pH
8,3. O valor da acidez foi expresso em: meq NaOH/Kg = (Volume NaOH 0.1M) x 10
(Bogdanov et al., 2002).

2.3.7 Condutividade elétrica
A condutividade elétrica foi obtida com condutivimetro inoLab em uma solu¢ao
de 10 g de mel dissolvido em 75 mL de dgua destilada. O valor resultante foi

multiplicado por 1,5 e declarado em mS/cm (Sancho et al., 1991).

2.3.8 Conteudo de cinzas
A determinagdo das cinzas foi feita pela carbonizagdo na mufla de 5 g de mel a

temperatura de 600 °C. A proporcao foi estabelecida em 100 g de mel pelo seguinte

(m1-m2)

calculo: Cinzas = x 100, onde mo equivale ao peso do mel, mi ao peso do

cadinho com as cinzas e mz ao peso inicial do cadinho (Bogdanov et al., 2002).

2.4 Compostos fendlicos e atividade antioxidante
Para estas andlises foi preparado uma solu¢do com 5 g de mel diluida em 25 mL

de agua destilada e depois filtrada. Todas as analises foram feitas em triplicado.

2.4.1 Conteudo fendlico total

O teor de fenois totais dos méis foi estimado pelo método de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al., 1999). Em resumo, 0,5 mL da solu¢ao de mel foi misturada com 2,5
mL do reagente Folin-Ciocalteu ¢ 2 mL de Na2CO3 a 10%, permanecendo no escuro por

2 horas. A absorvancia da mistura foi lida a 760 nm usando o espectrofotometro, contra
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o metanol como solu¢do em branco. O contetido de fenolicos foi calculado a partir da
curva de calibrag¢do usando acido gélico como padrio, sendo os resultados expressos em

mg de equivalente de 4cido galico por 100 gramas de mel (mg GAE/100 g).

2.4.2 Conteudo de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado pelo método de Dowd adaptado (Down
1959). A 2,5 mL da solugdo diluida de mel foi acrescentado volume igual de AICl3 a
10% (w/v). Esta mistura foi mantida no escuro durante 1 h, e posteriormente, a
absorvancia foi medida a 510 nm (Zhishen et al., 1999). O branco consistiu de 2,5 mL
de agua destilada com 2,5 mL de cloreto de aluminio. A quercitina foi utilizada como
padrdo para a curva de calibracdo e os resultados foram expressos em mg de equivalente

de quercitina por 100 gramas de mel (mg QE/100 g).

2.4.3 DPPH radical-scavenging activity

A medida da capacidade antioxidante foi efetuada segundo o método descrito
por Brand-Willians et al., (1995). Procedeu-se a mistura de 0,3 mL da solugdo de mel
com 2,7 mL do reagente DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) preparado em etanol. A
reagdo permaneceu 1 hora no escuro, e depois foi monitorado pelo espectofotometro o
desaparecimento da cor a uma absorvancia de 517 nm. O branco consistiu na mistura do
extrato de mel com etanol, e a solugdo controle foi a mistura de etanol com o DPPH. A

capacidade de sequestro de radical DPPH foi calculada de acordo com a equagao:

Abs(controle)—Abs (amostra)]
Abs(controle)

DPPH (% inibicdo) = [ x 100. O trolox foi utilizada como

padrdo para a curva de calibragdo (mg TE/100 g).

2.4.4 FRAP Ferric reducing/antioxidant power assay

O poder redutor dos méis foi determinado com base no método descrito por
Rufino et al., (2009). O reagente FRAP foi preparado pela mistura de 15 mL de uma
solu¢do de TPTZ 10 mM [2.,4,6-Tri(2-pyridil)-1,3,5-triazine] em HC1 40 mM, 15 mL de
FeCI3 20 mM e 150 mL de tampao acetato 0,3 M (pH 3,6). O ensaio consistiu na
mistura de 0,3 mL da solugdo inicial de mel, com 3 mL do reagente de FRAP e 0,3 mL
de agua destilada. Apds incubagdo por 6 minutos no escuro, procedeu-se a leitura no

espectofotometro a 595 nm, contra um branco preparado com agua destilada. FRAP foi
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estimado em termos de capacidade antioxidante equivalente do sulfato ferroso (mg

Fe2*/100 g).

2.5 Avaliagdo da qualidade microbiologica

Em condigdes de assepsia, 10 g de mel foi homogeneizado em 90 mL de agua
peptonada (107"), a partir da qual se procedeu outra dilui¢do decimal (10%). Todos os
testes foram feitos em duplicado.

A contagem de bactérias aerdbias mesoéfilas foi realizada com meio PCA (Plate
count agar) por incorporacao de 1 mL do indculo, sendo as placas incubadas em posigao
invertida a 30 °C por 48 h (NP-3788: 2002) e os resultados expressos como unidades
formadoras de colonias por grama de mel (UFC/g). A inoculagdo para proceder a
contagem de bolores e leveduras foi feita por espalhamento de 0,1 mL do in6culo em
meio PDA (Potato dextrose agar), com adi¢@o de acido tartarico 10%, as placas foram
incubadas a 25 °C por 5 dias, e a contagem foi expressa como UFC/g (ISO 21527-2:
2008). A contagem de Bacillus cereus foi feita inoculando 0,1 mL de cada uma das
dilui¢des em placas contendo meio MPY (Agar manitol gema de ovo polimixina),
incubadas a 30 °C por 48 h. Os resultados foram expressos em Unidades formadoras de
colonias por mL de mel (UFC/mL).

A contagem de coliformes fecais foi feita em Petrifilm™ E. coli/Coliform Count
Plates (3M), com incubacdo de 24h a 37 °C e mais 96h a 25 °C, ¢ os resultados
expressos em UFC/mL. A contagem de Staphylococcus spp. efetuou-se por semeadura
em superficie de 0,1 mL de cada uma das dilui¢des no meio de Baird-Parker Agar
enriquecido com gema de ovo. As placas invertidas foram incubadas a 37 °C por48 h e
a contagem microbiana foi expressa como UFC/mL de mel (NP 4400-1: 2002). Para
contagem de esporos de clostridios sulfito-redutores foram colocados em tubos de
ensaio 10, 5, 1 e 0,1 mL da diluigdo inicial, levados ao banho-maria a 80 °C por 10
minutos, e cobertos com meio SPS agar (Sulfito polimixina sulfadiazina), sendo
incubados a 37 °C por 5 dias (ISO 15213: 2003), e os resultados expressos como o

nimero mais provavel de esporos em 0.01/g de mel (NMP/g).

2.6 Anadlise dos dados
A semelhanga entre as amostras quanto aos tipos polinicos foi verificada pela
Andlise de Cluster Aglomerativa Hierdrquica (CAH), utilizando a distancia euclidiana

como medida de dissimilaridade ¢ o0 método de agrupamento de lincagem completa,
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para construir o dendrograma. Também foi realizada a Analise de Componentes
Principais (PCA), que tem por finalidade reduzir a dimensao de problemas
multivariados e detectar os pardmetros mais significativos. Para realizar a CAH e PCA,
os valores absolutos de cada tipo polinico foram transformados em logaritmos naturais
[log(x + 1)] (Da Luz et al., 2019).

Para os ensaios analisados em triplicado foram calculadas as médias + desvio
padrdo. Os valores médios de cada varidvel foram comparados pelo teste ANOVA one-
way, seguido pelo teste post hoc de Tukey, com demonstracio através de letras as
diferencas significativas (p = 0.05). Para estas varidveis também foi feita a Analise de
Componentes Principais (PCA), a fim de detectar os pardmetros mais significativos que
descrevem o conjunto de dados nos dois primeiros fatores. Para esta PCA nao
consideramos o HMF, indice diastasico, contetido de umidade e agticares redutores, pois
fatores diversos interferem nesses parametros, como espécie de abelha, tempo de
maturacao e condigdes de armazenamento. As correlacdes entre os varios pardmetros
foram estabelecidas usando o coeficiente de Correlacdo Linear de Pearson (r), ao nivel
de 1% (p =0,01) e 5% (p = 0,05). Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o

software XLSTAT versao 2020.3.1 (Addinsoft 2020).

3. Resultados e Discussao
3.1 Origem floral

Todas as 17 amostras apresentaram muitos graos de pélen, indicando que as
abelhas utilizaram recursos florais para produzir seus méis. Ao todo foram contados 41
tipos polinicos (Tabela 01), sendo 6 tipos indeterminados e os demais distribuidos em
21 familias botanicas. A riqueza de espécies encontradas no espectro polinico
demonstra o comportamento generalista das abelhas em explorar a flora nativa de uma
regido com alta diversidade boténica.

Mais da metade dos méis apresentaram algum poélen na classe dominante, ou
seja, acima de 45% do total da contagem. A amostra MF05-L1 evidenciou 91,33% do
polen de Protium. As amostras MF09-L4, MF11-L5 e ML13-L5 apresentaram mais de
45% do polen de Humiria balsamifera. O pdlen de Myrcia sp.1 predominou em MF10-
L5, AM16-L6 e Am17-L7 e o tipo polinico Fabaceae sp.1 foi abundante em ML14-L6 e
ML15-L6. Nas outras 8 amostras verificou-se uma combinagdo de polens acessorios e

outros isolados, podendo ser consideradas poliflorais.
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Ao todo, o pélen de Protium (Burseraceae) ocorreu em 12 amostras. Esse género
¢ conhecido por possuir resinas exsudativas ricas em substincias aromaticas (Siani et
al., 2004), que podem ser coletadas pelas abelhas para produzir sua propolis (Régo et
al., 2017). Na Amazodnia, Marques-Souza e Kerr (2003) apontam Protium como fonte
nectarifera para produgdo do chamado “mel amargo de breu”.

A espécie Humiria balsamifera foi a Ginica que ocorreu em todas as amostras, o
que indica que essa planta esta bem distribuida na regido estudada, servindo, portanto,
como indicador da origem geografica desses méis. Estudos apontam H. balsamifera
como importante recurso para as abelhas, possuindo floragdo o ano todo e
disponibilidade de néctar em intimeras inflorescéncias (De Holanda et al., 2015; Régo et
al., 2017).

Outros importantes tipos polinicos pertenceram as familias Fabaceae, Myrtaceae
e Melastomataceae, as quais sdo bastante exploradas pelas abelhas nativas (Da Silva et
al., 2013; Costa et al., 2017). Estudos efetuados por Da Silva et al., (2013) apontam que
espécies de Melastomataceae fornecem mais de pélen do que néctar (Oliveira et al.,
2016), algo semelhante ao género Myrcia, da familia Myrtaceae. Esses polens podem
ocorrer devido ao fluxo interno das abelhas que coletam este recurso para alimentar as
crias e acaba indo parar no mel (Vit e d'Albore 1994). Segundo Barth (1989) e Von Der
Ohe et al., (2004) alguns polens podem estar super-representados no mel e terem pouca
importancia no fornecimento de néctar, e em alguns casos, polens com sub-
representacdo podem caracterizar o mel como proveniente de determinada planta, como
¢ o exemplo do mel de Citrus.

A analise de Componentes Principais (PCA) resumiu nos dois primeiros
componentes 64,71% da variabilidade dos tipos polinicos nos méis. Notadamente, as
amostras de L1 diferiram na composi¢do dos graos de pdlen das outras localidades.
Convém salientar que, apesar de alguns méis apresentarem pdlens exclusivos ou
compartilharem um ou mais tipos polinicos, os mais abundantes influenciaram na
ordenagao das amostras (por exemplo H. balsamifera, Myrcia sp.1, Fabaceae sp.1,
Comolia/Pterolepis e Protium) (Figura 02). Pela Analise de Cluster fica mais evidente
as diferengas entre as amostras, com formagao de trés classes, sendo C1 composta pela
amostra MF08-L3, C2 pelas amostras das localidades L2, L4, L5, L6 e L7, e C3 pelos
méis de L1 (Figura 03).
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Tabela 01. Tipos polinicos encontrados nas amostras de mel das abelhas sem ferrdo e Apis mellifera. Classes polinicas (Louveaux et al., 1978):
Polen Isolado Ocasional (O, <3%), Pdlen Isolado Importante (I, 3 a 15%), Polen Acessorio (A, 15 a 45%), Polen Dominante (D, >45%).

Tipos polinicos MSO01- MS02- MF03- MF04- MF05- MF06- MF07- MF08- MF09- MF10- MF11- MF12- ML13- ML14- MLI15- AMI16- AM17-
L1 L1 L1 L1 L1 L2 L2 L3 L4 LS LS L6 L5 L6 L6 L6 L7

Alismataceae
Echinodorus - - - - - - - - - - - - [e) - - - -
Burseraceae

Protium o I 1 A D o O o O (@) - O - - o - -
(183) (91.3)
Chrysobalanaceae

Chrysobalanus icaco A 1 A 1 - - - o - - - - o - - o -
(18,0) (31,7)
Cucurbitaceae

Curcubitaceae - - - - - - - - - - - - - - - - 0
Cyperaceae

Rhynchospora - - - - - - - - - - - - - - - - le)
Dilleniaceae

Doliocarpus 1 1 (o] 1 (@) - - - (0] 0 - - - - - - -
Fabaceae

Fabaceae sp.1 - - - - - 1 I A A (¢] A A 1 D D 1 1
(20,3) (41,3) (20,0) (34,0 (59,3) (72,0)
Centrosema - (6] - - - - - (@] - - - - -
brasilianum
Chamaecrista (@] I A A (¢] (@] - - - - (@] (0] - - - - -
(23,7) (23.3)
Copaifera (0] - -

Mimosa misera - o (0] - - - - - - - - - - - - -
Mimosa pudica - - - - - - - [¢] - - [¢) - - - - - -

Schrankia - - - - - - o - - - - - - - - - -



Senna -

Stryphnodendron 1
adstringens
Gentianaceae

Schultesia -
Humiriaceae

Humiria balsamifera 1

Lythraceae

Cuphea tenella -
Malpighiaceae

Byrsonima (@]
Malvaceae

Pseudobombax -

Malvaceae sp.2 -

Melastomataceae
Comolia/Pterolepis A
(28,7)
Melastomataceae -
sp.2
Mouriri (@]
Myrtaceae
Myrcia sp.1 A
(35,3)
Myrcia sp.2 -
Myrtaceae sp.3 -
Eucaliptus -

Ochnaceae

A
22.7)

A
(19,7)

A
(41,3)

A
(25,0)

A
(34,3)

I

A
(19.3)

D
(48,0)

D A D
(54,7) (26,3) (46,0)

1 - [0}

(0] I 1

I R R

o) - -

(0} (@) A
(29,0

lo) R -

A
(15.3)

D
(54,7)
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Ouratea - (0] - - - - I (0] - (¢] (@] - - - - (0] -
Poaceae

Poaceae - - - - - - - - - - - - o - - - -
Polygonaceae

Coccoloba - I o I - - - 1 - - - - - - - - -
Pontederiaceae

Eichhornia - - - - - - - (@] (6] - - (6] - 1 1 I (@]
Rubiaceae

Borreria - - - - - - - (0] - - - - - - - 1 -
Sapotaceae

Manilkara [¢] 1 (0] A (¢] - (0] (0] (0] (¢] - - [¢] (0] 1 I -

Solanaceae
Solanum - - - - - - - 1 (0] - - A - - (0] - -

Naio identificado

NI 01 - - - - - - - 1 o - - - - - - - -
NI. 02 - - - - - - - o - - - - - - - - -
NI. 03 o - - - - - - - - - - - - - - - -
NI. 04 - - - - - - - - - - - - - o - - -
NI 05 - - - - - - - - - - - - - - - - o
NI 06 - - - - - - (¢} - - - (6] I - - - o -




Figura 02. Ordenagdo da andlise de componentes principais (PCA) para amostras de

mel obtidas no Maranh3o, quanto aos tipos polinicos.
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Figura 03. Dendrograma de dissimilaridade dos tipos polinicos presentes nas amostras

de mel.
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3.2 Parametros fisico-quimicos

Os resultados das andlises fisico-quimicas sdo apresentados na Tabela 02.

O hidroximetilfurfural ¢ um composto presente naturalmente no mel pela
decomposicao da frutose por acidos, mas pode se tornar muito elevado por condi¢des
como superaquecimento, armazenamento prolongado, ¢ até adulteracdo (White 1994).
Os méis estudados apresentaram diferentes valores de HMF (p < 0,001), mas somente a
amostra MSO01-L1 de Melipona subnitida, com 90,61 mg/Kg em média, superou o
exigido legalmente de até 80 mg/Kg para méis de regides tropicais (CODEX 2001).
Condic¢des como clima quente da regido, ou a alta acidez da amostra pode explicar esse
resultado atipico, o que € corroborado por Aroucha et al., (2019) em méis de M.
subnitida onde observou variagdo de HMF entre 8,24 a 94,03 mg/kg. No entanto,
geralmente os valores deste pardmetro para abelhas sem ferrdo sdo insignificantes
(Biluca et al., 2016; De Sousa et al., 2016), ou mesmo inferiores aos de Apis mellifera
(Almeida-Muradian et al., 2013; Lemos et al., 2017).

Outro componente do mel que serve para indicar o frescor do produto é a enzima
alfa-amilase ou diastase, que neste caso pode ser destruida pelo aquecimento excessivo
(White 1994). Nas analises, a didstase foi detectada somente nas duas amostras de 4pis
mellifera, com valores superiores a0 minimo exigido de 8 unidades Gothe (Brasil 2000;
CODEX 2001). Segundo Almeida-Muradian et al., (2013), os valores baixos obtidos
ndo significam que o mel esteja adulterado, mas ¢ uma caracteristica do produto
produzido por estas abelhas. Por outro lado, Biluca et al., (2016) obtiveram valores
acima de 3 unidades Gothe em 18% das amostras de méis de meliponideos.

A agua ¢ o segundo componente mais abundante no mel e seu teor sofre
influéncia da origem floral, condi¢des climaticas, maturidade, técnicas de extragdo, e
pela espécie de abelha (Karabagias et al., 2014; Biluca et al., 2016; De Sousa et al.,
2016). O teor de umidade apresentou diferenca significativas entre os méis (p < 0,001).
Somente as duas amostras de Apis mellifera ficaram no limite de umidade exigido para
comercializagdo de 20% (Brasil 2000; CODEX 2001), ja os méis das trés espécies de
Melipona variaram entre 22,20% e 26,90%. Inimeros estudos atestam essa
caracteristica inerente aos méis de abelhas sem ferrao (Rodriguez-Malaver et al., 2009;
Holanda et al., 2012; Almeida-Muradian et al., 2013; Da Silva et al., 2013; Lemos et al.,
2017), que pode ser explicada pelo ambiente tropical imido em que habitam e pela
baixa desidratagcdo do néctar realizada por essas abelhas (Alves et al., 2005; Biluca et
al., 2016).
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Cerca de 95% do peso seco do mel € constituido apenas por carboidratos, com
destaque para a frutose e glicose (Alvarez-Suarez et al., 2010). Os valores de agucares
redutores variaram entre 59,30% (MS02-L1) e 67,75% (AM16-L6), com diferenca
significativa entre as amostras (p < 0,001). Considerando a exigéncia para o teor de
acucares redutores em mel floral de A. mellifera, apenas duas amostras de abelhas sem
ferrdo tiveram resultado um pouco abaixo da legislacdo europeia, que ¢ de no minimo
de 60% (CODEX 2001), por outro lado, somente trés méis de meliponideos e um de 4.
mellifera atingiu o minimo exigido pelo Brasil de 65% (Brasil 2000). Nossos resultados
para Melipona spp. se assemelharam ao encontrado para Melipona fasciculata em
regido de cerrado do sul do Maranhao (Holanda et al., 2012). Particularmente para
abelhas sem ferrao, os valores geralmente sdo mais baixos que para 4. mellifera, e isto
pode estar associado ao seu maior teor de dgua. Isso indica a necessidade de
regulamentacao diferenciada para o mel de abelhas sem ferrao, sobretudo para este
parametro e para o teor de umidade.

A designacdo da cor das amostras na escala de Pfund variou de Extra Branco a
Ambar Claro, sendo a maioria dos produtos considerados como Branco. As cores
predominantes se assemelham a resultados encontrados em outros estudos efetuados no
Norte e Nordeste do Brasil com Melipona (Alves et al., 2005; Almeida-Muradian et al.,
2013) e Apis mellifera (Moreti et al., 2009). Esse parametro sofre influéncia de fatores
como a origem floral, contetido mineral, alcalinidade, clima, contetdo fendlico e
armazenamento (Gambaro et al., 2007; Moniruzzaman et al., 2014; De Sousa et al.,
2016). Nas analises de correlacao (Tabela 03) verificamos relagdo com o pH (r = -
0,608, p <0,01) e a acidez livre (r = 0,778, p < 0,01), resultado que pode ser atribuido a
fonte floral, conforme referido por De Sousa et al., (2016). A presenca dos flavonoides
totais parece ter sido o fator que mais influenciou a cor (r = 0,895, p <0,01), sugerindo
que esses compostos bioativos constituem muitos dos pigmentos que dao cor a esses
méis. Isto pode explicar o estado de turbidez de algumas amostras, como MF05-L1, que
foi considerada ‘a4mbar claro’, mas visualmente era mais clara que as demais.

Naturalmente o mel possui acidez em fung¢do da composi¢do dos acidos
organicos, sobretudo do acido gluconico formado pela acao da enzima glicose-oxidase
(Bogdanov et al., 2004). Os valores encontrados de acidez livre diferiram nas amostras
estudadas (p < 0,001) com variagdo entre 4,73 meq/Kg para a amostra de M.
flavolineata e 96,67 meq/Kg para o mel de M. fasciculata. Esta variagdo pode ser

explicada pela espécie de abelha e pelas diversas fontes botanicas exploradas em cada
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localidade pelas abelhas (Duarte et al., 2012; De Sousa et al., 2016). Apenas 3 amostras
(MSO01-L1, MF05-L1 e ML15-L6) superaram o valor de até 50 meq/Kg valor estipulado
pela legislagao para o mel de 4. mellifera (Brasil 2000; CODEX 2001). Estudos
apontam que méis de abelhas sem ferrdo sdo mais acidos, tanto que Vit et al., (2004)
propde para méis dessas abelhas um maximo de 85 meq/Kg, no entanto, resultados
superiores ao referido anteriormente foram encontrados (Biluca et al., 2016; De Sousa
et al., 2016).

A determinagdo do pH diferiu entre as amostras (p < 0,001), com valores entre
3,85 e 7,12. Este parametro ndo tem limite estabelecido para o mel comercial, mas
comumente sdo encontrados valores entre 3,5 € 5,5 (Bogdanov et al., 2004), faixa
importante para controlar a microbiota do produto. Todas as amostras das abelhas sem
ferrdo coletadas nas localidades L2 a L6, com exce¢do de ML15-L6, apresentaram pH
superior a 5. Holanda et al., (2012) para méis de M. fasciculata do Maranhao
demonstraram o pH do mel de que abelhas sem ferrao era 4cido, com valores entre 3,2 e
4,4. Mas casos particulares de pH préximo a neutralidade também foram observados
para Melipona monduri (Biluca et al., 2016) e M. fasciculata (Lemos et al., 2017).
Excepcionalmente, nas amostras MF11-L5 e ML13-L5 observaram-se valores de pH
superiores a 6, ¢ ambas apresentaram o polen de H. balsamifera como dominante, algo
segundo De Sousa et al., (2016) pode ser atribuido ao néctar utilizado. A andlise de
correlagdo confirmou que os méis com pH mais acido possuiam maior acidez livre (r = -
0,753, p <0,01).

Importante pardmetro para distinguir a origem botéanica e geografica do mel, a
condutividade elétrica estd relacionada ao contetido de sais minerais, dcidos organicos e
proteinas provenientes do néctar (Bogdanov et al., 1999). Os valores entre 0,636 e 1,322
mS/cm encontrados para os méis foram distintos (p < 0,001). Com exce¢do de MF08-
L3 e MS02-L1, 88,2% das amostras apresentaram resultados superiores a 0,8 mS/cm,
considerado o limite padrao para mel floral, pois a partir disso ¢ tipico de mel de melato
(CODEX 2001). No entanto, como as amostras apresentaram abundante quantidade de
graos de pdlen, indica a origem floral do produto, ja que esses elementos estdo ausentes
em melato (Castro-Vasquez et al., 2006). Porém existem excecdes para méis florais,
como de Arbutus, Erica e Eucalyptus que possuem condutividade elétrica elevada
(Bogdanov et al., 1999). Barth et al., (2013) consideram que méis de abelhas sem ferrdo
raramente tém elementos de melato. Portanto, os valores deste parametro devem ser

levados em conta como correlacionados com a origem fitogeografica dos méis. Como as
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amostras foram provenientes de locais de restinga, onde os solos sdo acidos e pobres em
nutrientes, isto pode ter interferéncia na qualidade de néctar ofertado pelas plantas as
abelhas, e consequentemente, na condutividade elétrica do mel.

O teor de cinzas representa o conteudo mineral contido no mel, proveniente em
grande parte do solo onde a planta que forneceu o néctar absorveu os nutrientes. Feds et
al., (2010) refere que existe uma correlagdo entre o contetido de cinzas e a
condutividade elétrica dos méis, o que foi corroborado neste estudo (r = 0,841, p <
0,01). O teor de cinzas variou entre as amostras (p < 0,001) de 0,18% a 0,45%.
Considerando que méis florais possuem contetdo de cinzas até 0,6% e os de melato até
1,2% (Brasil 2000), todas as amostras podem ser enquadradas na primeira categoria e
com alto grau de pureza. Das nove amostras com dominancia de algum tipo polinico,
trés com prevaléncia de Humiria balsamifera (MF09-L4, MF11-L5, ML13-L5) e duas
com Fabaceae sp.1 (ML14-L6, ML15-L6) se assemelharam no valor da condutividade
elétrica e ndo diferiram no conteudo de cinzas entre si, mas 0 mesmo nao 0correu nas
amostras com predominio de Myrcia sp.1 (MF10-L5, AM16-L6, AM17-L7). Em geral,
esses dois parametros sdo dois bons indicadores da fonte floral em méis monoflorais de

meliponideos (De Sousa et al., 2016).



Tabela 02. Média e desvio-padrao dos pardmetros fisico-quimicos das amostras de mel.
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Amostras Cor (ABSse0) HMF Diastase Umidade (%) Aciicares Acidez livre pH Condutividade Cinzas (%)

(mg/Kg) (Gothe redutores (%) (meq elétrica

unidades) NaOH/Kg) (mS/cm)

MSO01-L1 Light amber 90,61+ 0,37 <LOQ 26,90*+ 0,00 60,017+ 1,03 90,332+ 1,26 3,851+ 0,04 0,9842+£0,003 0,26 +0,01
MS02-L1 Light amber 18,71°+0,79 <LOQ 25,00¢+0,10 59,307+ 0,89 43,33°+0,29 4,194 £ 0,10 0,7991£0,002  0,18°+0,04
MF03-L1 Extra light amber ~ 22,50°+ 0,90 <LOQ 23,371+0,15 63,83¢4f£ 024  23,00%+£0,50 4,74¢+0,18 1,1351+0,008  0,412+0,01
MF04-L1 Light amber 2,59 +0,86 <LOQ 24374+0,12 60,011 +0,75 24,309+ 0,36 4,69+ 0,08 0,912"+0,002  0,37%+0,01
MFO05-L1 Light amber 3,398+ 0,97 <LOQ 24,339+0,29 61,86 +£0,79  96,67°+2,84 4,001 £0,06 1,172¢£0,003 0,36 +0,01
MF06-L2 White 3,89 £ 0,53 <LOQ 23,80°+0,17 65,2354+ 0,89 12,707+ 0,61 5,32%+0,04 1,2024+0,003 0,434+ 0,02
MF07-L2 Extra white 5,084+ 1,42 <LOQ 23,83¢+0,15 65,514+ 0,89  13,20"+5,46 5,51¢4+0,05 1,254¢+0,002  0,442+0,01
MF08-L3 Extra white 2,441 40,52 <LOQ 22,802+ 0,00  63,03°+ 082 12,737+ 1,10 5,061+0,15 0,636 +0,004  0,22¢+0,02
MF09-L4 White 3,09 2+ 0,08 <LOQ 22,63"+0,15 62,897 £0,40  11,737+£0,25 5,504+ 0,04 1,257°+0,001 0,422+ 0,06
MF10-L5 White 1,29¢ = 0,08 <LOQ 22,50%£0,10  61,10M£022  11,00%£520  5,51+0,02 1,3222+£0,003  0,35% 0,02
MF11-L5 White 7,38¢4+0,45 <LOQ 22,201+ 0,10 66,37 +0,25 5,23¢+£0,25 6,45+ 0,02 1,2119+£0,002 0,452+ 0,02
MF12-L6 White 439%®k 1161  <LOQ 2247M£0,06 6594 +0,67  12,407+0,85 5,69°¢+0,09 1,3212+£0,024  0,44°+0,04
ML13-L5 White 4,549+ 0,56 <LOQ 23,10+ 0,10  63,43%2+ 083 4,73¢+0,64 7,122 £0,05 1,263¢+0,005  0,38*+0,02
ML14-L6 Extra light amber 3,29 ¢ £ 0,44 <LOQ 24309+0,17 61,48+ 0,58  17,17¢'£0,29 5,247+ 0,05 1,3302+0,006  0,432+0,01
ML15-L6 White 2,44 % +0,70 <LOQ 26,07°+0,12 59,529 +0,00 50,43°+0,98 4,384+ 0,03 1,297°+0,002  0,43%+0,04
AM16-L6 Extra light amber 6,88 % + 2,89 12,64°£029  20,131£0,12 67,75+ 1,62 2540¢4£225  442M=0,01 0,9698+ 0,005  025°+0,02
AM17-L7 Extra light amber 16,91 ¢ + 0,25 11,28 +0,57 19,50+ 0,10 64,1040+ 0,41 15277+0,25 4,81¢+0,05 1,259¢4+ 0,002  0,38*+0,04
Média geral - 11,73 - 23,37 63,02 27,62 5,09 1,137 0,37
p-valor - < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001 <0,001 <0,001 < 0,001

&k Letras distintas na mesma coluna indicam diferengas significativas dos méis pelo teste de Tukey (p < 0,05); LOQ — limite de quantificagdo.



Tabela 03. Matriz de correlagéo entre os parametros analisados para méis do Maranh@o, Brasil.
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Cor Acidez livre pH Condutividade Cinzas Fenolicos Flavonoides DPPH
elétrica totais
Cor
Acidez livre 0,778%*
pH -0,608%* -0,753%*
Condutividade elétrica -0,144 -0,208 0,432
Cinzas -0,334 -0,348 0,492* 0,841%*
Fendlicos totais 0,354 -0,063 -0,178 0,215 -0,110
Flavonoides 0,895%* 0,691** -0,633** -0,099 -0,291 0,493*
DPPH -0,154 -0,409 0,112 0,499* 0,320 0,777%* 0,048
FRAP -0,006 -0,265 -0,053 0,466 0,295 0,750%* 0,159 0,927%*

*Valor significativo ao nivel de 5% (p = 0,05); **Ao nivel de 1% (p = 0,01).
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3.3 Contetido fenélico total e flavonoides

Os compostos fendlicos constituem um grupo diversificado de fitoquimicos,
com particular interesse para a satde humana pela sua atuacdo na inibi¢ao da cadeia das
reagdes oxidativas que formam os radicais livres (Soares 2002). Assim, devido a origem
botanica do mel, estes compostos conferem efeito antioxidante natural ao produto
(Alvarez-Suarez et al., 2010; Sant’Ana et al., 2012). Nos méis avaliados, o contetido
fenolico total expresso em equivalente de acido galico variou de 22,51 até 53,19 mg
GAE/100 g, com diferenga significativa entre as amostras (p < 0,001) (Tabela 04). Este
resultado estd dentro dos valores observados no Brasil para méis de abelhas sem ferrao
na Amazodnia, cujos valores oscilaram entre 17 e 66 mg GAE/100 g (Da Silva et al.,
2013), entre 10,3 ¢ 98 mg GAE/100 g em méis provenientes do sul do Pais (Biluca et
al., 2016) e 10,21 a 108,50 mg GAE/100 g em méis de Apis mellifera do Nordeste
brasileiro (Liberato et al., 2011).

Das quatro amostras com maior teor fendlico, trés apresentaram polen de Myrcia
sp.1 como dominante. Da Silva et al., (2013) também observaram que esse tipo polinico
conferiu ao mel de Melipona (Michmelia) seminigra merrilae um dos maiores valores
em conteudo fendlico. No entanto, os resultados foram inferiores ao mel de 4. mellifera
com dominancia de Myrcia que apresentou 103,05 mg GAE/100 g (Sant’Ana et al.,
2014).

Do grupo dos compostos fendlicos, os flavonoides sdo os metabolitos mais
diversificados do reino vegetal (Havsteen 2002), e o seu teor no mel depende da
composi¢do do néctar, poélen e resinas utilizados pelas abelhas (Tomas-Barberan e
Ferreres 2012). Os valores totais de flavonoides diferiram entre os méis (p < 0,001),
com equivalente de quercitina de 2,00 a 3,03 mg QE/100 g. Este contetido foi baixo em
comparacdo ao de outras abelhas sem ferrdo do Peru, em cujos méis foram observados
até¢ 31,0 mg QE/100 g (Rodriguez-Malaver et al., 2009) e do Brasil, com valores de 7,94
a 49,50 mg QE/100 g (Duarte et al., 2012), e at€ mesmo aos de 4. mellifera de
diferentes regides do Brasil com valores médios de 6,11 mg QE/100 g (Sant’Ana et al.,
2014). No entanto, Liberato et al., (2011) referem que méis do nordeste brasileiro
possuem teores baixos de flavondides totais

O contetdo de flavonoides das amostras foi o fator que melhor explicou a
coloragao dos méis (r =0, 895, p <0,01), com maior concentragdo nas amostras
consideradas mais escuras da localidade L1 e AM17-L7. De fato, os flavonoides sdo

pigmentos vegetais encontrados em cé¢lulas fotossintetizantes podendo conferir cor aos
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alimentos (Havsteen 2002), e a correlagcdo da cor dos méis com os flavonoides também

¢ reportada em outros estudos (Sant’Ana et al., 2012; 2014).

3.3 Atividade Antioxidante — DPPH e FRAP

Tendo em conta a natureza complexa do mel foram realizados dois ensaios para
estimar o potencial antioxidante das amostras. Os méis apresentaram valores
estatisticamente diferentes pelo DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil) e pelo FRAP
(Poder Antioxidante Redutor Férrico) (p < 0,001), e ambos foram fortemente
correlacionados (r = 0,927, p < 0,01). O DPPH por ser um radical livre estavel ¢
adequado para receber radicais de hidrogénio da solugdo tornando-se uma molécula
diamagnética estavel sofrendo reducao na presenca do antioxidante (Estevinho et al.,
2008). A capacidade antioxidante dos méis quando calculada por este método foi
expressa em equivalente de trolox (mg TE/100 g). J4 o ensaio FRAP que mostra a
redugdo do complexo Fe' para a forma ferrosa Fe?' na presenga de antioxidantes
(Estevinho et al., 2008), expressou-se em equivalente do sulfato ferroso (mg Fe?"/100
g,) evidenciando potenciais redutores distintos entre os méis (Tabela 04).

Segundo Biluca et al., (2016) diferentes méis de abelhas sem ferrdo apresentam
variagdo significativa nos valores de DPPH ¢ FRAP. Apesar de alguns estudos referirem
que méis de A. mellifera podem ter capacidade antioxidante maior que de espécies de
Melipona (Oliveira et al., 2012; Duarte et al., 2012), este fato ndo foi observado no
nosso estudo. O fator que parece ter tido maior influéncia para a variagdo da atividade
antioxidante foi a fonte botanica. O mel de Protium (MF05-L1) apresentou o menor
valor quando foi utilizado o método do DPPH, e nas amostras MF10-L5 e AM17-L7
com predominio do pélen de Myrcia observaram-se os maiores valores
independentememte do método utilizado.

O conteudo fenolico total foi o fator que melhor explicou a atividade
antioxidante dos méis, tendo maior correlagdo com o DPPH (r = 0,777, p<0,01) e
FRAP (r= 0,750, p <0,01). Diversos componentes como acidos organicos, enzimas,
vitaminas, proteinas, atuam sinergicamente para produzir o efeito antiradical do mel,
mas parece que os acidos fenolicos se destacam nessa fungao (Ruiz-Navajas et al.,

2011; Da Silva et al., 2013; Moniruzzaman et al., 2014; Sant’Ana et al., 2014).



Tabela 04. Média e desvio-padrao do contetido fenodlico total, flavonoides e atividade antioxidante das amostras de mel.
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Amostras Conteudo Fendlico total ~ Flavonoides total (mg DPPH (mg TE/100g) FRAP (mg Fe?*/100g)
(mg GAE/100g) QE/100g)
MS01-L1 39,08 ¢+ 0,25 3,032+0,09 11,851+£0,33 0,109 1+ 0,0049
MS02-L1 39,39¢+0,40 2,60 ¢+ 0,06 8,571+0,34 0,126 ¢+ 0,0015
MF03-L1 44,96 © + 0,36 2,67 “4+0,02 28,24 °+0,28 0,191°+0,010
MF04-L1 31,96 M+ 0,16 2,67 “4+0,03 11,747+ 0,40 0,146 F+ 0,0042
MF05-L1 27,29 %+ 0,60 2,83°+0,01 2,83%+0,36 0,111 1+0,0030
MF06-L2 31,341+ 0,45 2,07%+0,01 18,19 £+ 0,23 0,132 6 £ 0,0049
MF07-L2 31,031+ 0,41 2,01 ¥£0,03 17,67 8+ 0,45 0,147 ¢+ 0,0015
MF08-L3 22,511+0,28 2,00k £0,05 6,991+ 1,05 0,086 x 0,0045
MF09-L4 34,51 1+0,52 2,215+0,05 22,879+1,33 0,179 b+ 0,0086
MF10-L5 49,69 °+ 0,58 2,52 4f 10,02 39,332+0,61 0,232 2+ 10,0054
MF11-L5 29,547+ 0,33 2,28 hi+£0,03 14,95+ 0,40 0,115 "+ 0,0030
MF12-L6 30,781+ 0,16 2,2115+0,06 12,991+ 0,46 0,128 &'+ 0,0007
ML13-L5 34,23 1+0,38 2,209+0,12 11,89 1+ 0,42 0,110+ 0,0025
ML14-L6 32,57 ¢+ 0,73 2,47 e+ 0,01 19,77 €+ 0,36 0,148 ¢+ 10,0049
ML15-L6 33,71 £ £ 0,66 2,35 ¢+ 0,03 22,204 +0,86 0,169 4 +0,0048
AM16-L6 41,73 9£0,33 2,39 feh + 0,04 21,21 %+ 0,64 0,159 % +0,0039
AM17-L7 53,192+0,13 2,75 %+ 0,09 32,04°+0,61 0,186+ 0,0030
Meédia geral 35,74 2,43 17,84 0,145
p-valor <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

! Distintas letras na mesma coluna indicam diferengas significativas entre os méis pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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3.4 Analise de Componentes Principais: Propriedades do Mel

A analise multivariada PCA foi utilizada para fornecer uma dimensao reduzida
dos dados, a fim de verificar a associacdo com as amostras (Figura 04). A variabilidade
total dos dados foi explicada por 9 componentes principais. Os dois primeiros
componentes principais demonstraram 75,21% da variancia dos dados, o que ¢
considerado satisfatorio, ja que dois ou trés componentes acima de 70% explicam
adequadamente a variabilidade das amostras (Jolliffe e Cadima 2016).

Todos os parAmetros foram importantes para descrever as amostras. O primeiro
componente principal foi associado a acidez livre (0,844), cor (0,797) e flavonoides
(0,664), contrastando com o pH (-0,766), cinzas (-0,692) e condutividade elétrica (-
0,647). O segundo componente principal evidenciou um sinergismo entre contetido
fenolico total (0,895), FRAP (0,822) e DPPH (0,753).

De maneira geral, a origem botanica e geografica foram os parametros que mais
contribuiram para explicar as propriedades dos méis. Pela figura 4 observa-se que
amostras de M. subnitida e M. fasciculata de L1, com excecdo de MF03-L1, se
distanciaram das demais. Amostras com predominio de algum tipo polinico como
ML14-L6 e ML15-L6 por Fabaceae sp.1, MF11-L5 e ML13-L5 por H. balsamifera,
MF10-L5 e AM17-L7 por Myrcia sp.1 ficaram proximas entre si. Outra constatagdo ¢ a
importancia de um segundo tipo polinico, por exemplo, AM16-L6 com dominancia de
Mpyrcia sp.1 se aproximou das amostras com prevaléncia de H. balsamifera, por ter tido
esse polen na classe acessoria, e a amostra MF09-L4 com H. balsamifera acima de 45%
ficou proxima dos méis com predominio de Fabaceae sp.1, por esse pdlen ocorrer como
acessorio (Tabela 01). A importancia fitogeografica fica mais evidente com MF08-L3
isolada, exatamente a amostra que teve composi¢ao polinica diferentes das demais

(Figura 03).



Figura 04. Ordenagdo da analise de componentes principais (PCA) para amostras de

mel obtidas no Maranhdo, em rela¢do aos ensaios avaliados.
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3.5 Analise microbiana

Os resultados obtidos nas analises microbianas estdo sumariados na Tabela 05.
Os méis apresentaram boa qualidade sanitaria, por estarem ausentes de Escherichia coli
e Staphylococcus aureus. Os valores de bactérias aerobias mesofilas e bolores e
leveduras estdo dentro dos valores permitidos (Gomes et al., 2010; Feas et al., 2010;
Estevinho et al., 2012), sugerindo uma adequada manipulagdo do mel. Particularmente
valores baixos de bolores e leveduras demonstram auséncia de fermentagdo indesejada
(Feas et al., 2010), particularmente se considerarmos que os méis de abelhas sem ferrao
possuem um teor de umidade elevada.

Na maioria das amostras. com exce¢ao de AM16-L6, nao foi detectada a
presenca de esporos de clostridios sulfito-redutores. Apesar de recomendado a auséncia
de Clostridium botulinum, podem ocorrem esporos de clostridios sulfito-redutores em
alguns méis comerciais (Raganazi et al., 2008; Feas et al., 2010), provenientes do solo,
colonia ou equipamentos contaminados. Convém salientar que, embora considerados
inofensivos para adultos saudaveis, podem provocar botulismo em lactente (Feas et al.,

2010), por isso, esta proibido o consumo de mel por criangas até dois anos de idade.
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Trés amostras apresentaram esporos de Bacillus cereus, cuja ocorréncia ¢ toleravel para
valores entre 1 x 10%a 5 x 10° para alimentos listados pela resolugdo brasileira (Brasil
2001). No Maranhao, estudo realizado com M. fasciculata demonstrou que a maioria
dos méis estdo livres de contaminagdo microbiana e adequados para consumo humano

(Fernandes et al., 2018).

4. Conclusio

Nossos resultados corroboram outras pesquisas quanto a necessidade de normas
especificas para mel de abelhas sem ferrao, principalmente em relagdo a acucares
redutores, acidez livre e atividade diastasica, pois estes parametros podem ser muito
variaveis em seus méis. Também como amplamente descrito na literatura, o teor de
umidade ¢ mais alto que o de Apis mellifera, mesmo sendo produzidos em localidades
proximas.

Diante da diversidade floral caracteristica da regido tropical, os méis do
Maranhao s3o produzidos a partir de diferentes plantas, no entanto, os méis em analise
revelaram dominancia de tipos polinicos de H. balsamifera, Fabaceae sp.1, Myrcia sp.1
e Protium, os quais podem servir como indicadores regionais deste tipo de méis,
especialmente H. balsamifera que ocorreu em todas as amostras. Notadamente os méis
recolhidos nas trés cidades do Maranhdo (Morros, Belagua e Barreirinhas) apresentaram
condutividade elétrica mais elevada que o normal para méis florais, podendo sugerir
também a origem fitogeografica deste produto. O conjunto das propriedades avaliadas —
acidez livre, pH, condutividade elétrica, cinzas, contetdo fendlico total, flavonoides, e
atividade antioxidante foram suficientes para explicar a variacdo entre as amostras e
regides.

A criacdo das abelhas sem ferrdo ainda se da de forma tradicional e ndo ¢
executada de forma extensiva como a da abelha Apis mellifera, no entanto, a produgao
de seus méis ¢ de suma importancia econdmica regional em muitas comunidades de
trabalhadores rurais. Este estudo contribuiu para ampliar o conhecimento da enorme
variedade e diversidade dos méis produzidos no Maranhdo, salientando os seus aspectos
de qualidade e seguranga para consumo humano. De modo geral, esses méis sao seguros
do ponto de vista microbioldgico e fisico-quimico e apresentam beneficios pra saude

humana, verificado pelo seu potencial antioxidante.



Tabela 05. Valores obtidos para as analises microbiologicas efetuadas ao mel.
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Bactérias Bolores e E. coli S. aureus B. cereus Clostridios
aerdbias Leveduras (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) sulfito-redutores
mesofilas (UFC/g) em 0.01/g
(UFC/g)
MSO01-L1 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
MS02-L1 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
MF03-L1 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
MF04-L1 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
MFO05-L1 <10 <10 <1 <10 1,0 x 10? Ausente
MF06-L.2 <10 <10 <1 <10 1,0 x 10? Ausente
MF07-L2 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
MF08-L3 2,3x 102 <10 <1 <10 <10 Ausente
MF09-L4 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
MF10-L5 4,6 x 10! <10 <1 <10 <10 Ausente
MF11-L5 <10 <10 <1 <10 1,0x 10° Ausente
MF12-L6 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
ML13-L5 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
ML14-L6 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
ML15-L6 5,4x 10! <10 <1 <10 <10 Ausente
AMI16-L6 2,7x 10! <10 <1 <10 <10 Presente
AM17-L7 <10 <10 <1 <10 <10 Ausente
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Material Suplementar. Fotografias dos principais tipos polinicos encontrados nas
amostras de mel. A — Protium (Burseraceae), B — Chrysobalanus icaco
(Chrysobalanaceae), C — Fabaceae sp.1, D — Chamaecrista (Fabaceae), E — Humiria
balsamifera (Humiriaceae), F — Byrsonima (Malpighiaceae), G - Comolia/Pterolepis
(Melastomataceae), H — Mouriri (Melastomaceae), I — Myrcia sp.1 (Myrtaceae), J —
Coccoloba (Polygonaceae), K — Manilkara (Sapotaceae), L — Solanum (Solanaceae), M
— Stryphnodendron adstringens (Fabaceae), N — Fichornia (Pontederiaceae), O —

Borreria (Rubiaceae), P — Cuphea tenella (Lythraceae).
AT
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7. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho proporcionou o desenvolvimento de quatro capitulos: dois a
respeito da ecologia da poliniza¢do de Humiria balsamifera var. floribunda, e outros dois
sobre as fontes florais utilizadas por abelhas em locais onde essa planta ocorre na restinga
do Maranhdo. Particularmente, o ultimo capitulo tratou sobre a qualidade do mel e a
possivel relagdo das propriedades com as abelhas, origem botanica e geografica.

O primeiro capitulo apresentou a fenologia reprodutiva, biologia floral, visitantes
florais e sistema reprodutivo da espécie na restinga do Parque Nacional dos Lencois
Maranhenses. Verificamos que a produg¢do de botdes e flores ocorreu de maneira
continua, e ndo teve correlagdo com os fatores abioticos, apesar do nitido aumento com o
fim do periodo chuvoso. Por outro lado, o nimero de frutos em desenvolvimento
aumentou no periodo seco. Com esses resultados, consideramos inconclusivos os efeitos
da sazonalidade nas fenofases, sendo necessario uma amostragem mais prolongada para
verificar se ndo existe diferenca entre anos consecutivos na floracao e frutificagao.

A variedade floribunda foi considerada xenogamica facultativa, confirmando
trabalho anterior com outras variedades da planta (HOLANDA et al., 2015), e por essa
condi¢do, necessita de vetores de pdlen para se reproduzir. Na regido do PNLM foi vista
uma grande riqueza de visitantes florais, superior ao observado em outros estudos. Muitos
dos insetos atuaram apenas como pilhadores de néctar, mas tantos outros possibilitaram
a polinizagdo. Entre os polinizadores mais efetivos estavam as abelhas sociais, que
embora pudessem aumentar a geitonogamia, também possibilitariam a xenogamia,
devido ao comportamento de fidelidade floral.

No segundo capitulo analisamos a atividade sazonal somente das abelhas nas flores
de H. balsamifera var. floribunda e como estas atuavam no transporte de polen na regiao.
Durante todo o ano de 2017 foi observada atividade de 17 espécies de abelhas, tendo o
nimero de individuos aumentado com a intensidade de floragao da planta. Em todas as
espécies foi possivel identificar algum tipo de pdlen no corpo, ¢ ao todo foram
identificadas 22 espécies botanicas. Particularmente, as abelhas Apis mellifera, Melipona
subnitida e Melipona fasciculata tiveram a maior frequéncia de visitas transportando
polen homoespecifico de H. balsamifera, confirmando que essas abelhas sociais atuavam
ativamente para a polinizagdo. Pela identificacdo dos polens transportado pelas abelhas,
foi possivel definir que H. balsamifera, como uma planta generalista, ao atrair um amplo
numero de visitantes florais, possibilita a manutengdo destes, e com isso, atua na

estabilizacdo do sistema de polinizacdo local.
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O terceiro capitulo apresentou uma anélise dos tipos polinicos encontrados no mel
de duas abelhas sem ferrdo, portanto, partiu do ponto de vista das abelhas em relagdo ao
forrageamento dos recursos florais. Em todos os meses de 2017 foi possivel coletar
amostras de mel nas colonias de Melipona subnitida e M. fasciculata, sendo identificados
56 tipos polinicos nas amostras. No geral, a abelha M. subnitida apresentou o
comportamento de visitar maior nimero de espécies botanicas e com menor fidelidade na
exploragdo das plantas, se comparada a espécie M. fasciculata. Como muitos tipos
polinicos que ocorreram nas amostras pertenciam a plantas que ndo possuem néctar como
recurso, fizemos uma frequéncia apenas das espécies que produzem néctar floral, e
verificamos que Humiria balsamifera foi a planta mais utilizada por ambas as abelhas,
seguida de Chrysobalanus icaco, Protium heptaphyllum e Coccoloba.

Esse método de excluir polens de plantas sem néctar da soma total para fazer a
frequéncia apenas das plantas que oferecem néctar, embora recomendado, ¢ bem
incomum ser feito em estudos melissopalinolégicos do Brasil, principalmente pela
auséncia de levantamentos floristicos ¢ conhecimento sobre os recursos florais de cada
planta. Consideramos satisfatoria a aplicacdo dessa andlise, mas deixou uma divida, se
entre anos diferentes a contribuicdo de cada planta ndo difere, pois em um estudo
realizado na mesma regido entre 2010-2011, H. balsamifera também foi a principal fonte
de néctar, mas havia tido uma frequéncia menor se comparado ao presente estudo. Uma
possivel explicacdo para isso pode ser diferengas na floracdo da planta entre os anos, ou
aumento na floragdo de outras plantas que acabam atraindo mais a aten¢@o das abelhas.

O quarto e ultimo capitulo analisou o mel das abelhas M. subnitida, M. fasciculata,
M. flavolineata e A. mellifera provenientes de trés cidades (Barreirinhas, Morros e
Belagua), onde a atividade de criacao de abelhas € bastante difundida e a espécie Humiria
basalmifera muito presente na vegetacdo. Verificamos pelas andlises da qualidade fisico-
quimica ¢ microbiana que os méis possuem excelente qualidade para consumo humano,
at¢ mesmo com propriedades antioxidantes. As analises fisico-quimicas consideradas
(cor, condutividade elétrica, cinzas, pH, acidez livre, fenois totais, flavonoides, DPPH e
FRAP) foram suficientes para diferenciar as amostras entre regides de producao, espécies
de abelhas, mas foi inconclusiva para origem botanica.

O poélen de H. balsamifera ocorreu em todos os méis, podendo ser um bom
marcador da origem geografica do produto, mas nem sempre ele ocorreu como dominante
nos méis, sendo na maioria das vezes tido como acessorio, € outras fontes botanicas

ganharam destaque. Como cada regido tem diferenc¢as na composic¢do vegetal, isso acabou
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diferenciando os méis de Morros e Beldgua dos de Barreirinhas. Mas um parametro que
foi caracteristico pra todas as localidades foi a alta condutividade elétrica dos méis, este
considerado bom indicador da origem botanica e geografica.

Aparentemente o mel das abelhas sem ferrdo da regido de Morros ¢ Belagua, tem
maior potencial para produzir mel monofloral de Humiria balsamifera com base na
frequéncia polinica e propriedades fisico-quimicas. Para entender melhor os méis dessas
localidades serdo necessarias amostras de grande porte submetidas a outras investigagoes,
como aspectos sensoriais e perfil de composi¢ao. Também deixamos como sugestdo mais
estudos a respeito do potencial melifero de H. balsamifera numa analise temporal

superior a um ano de estudo.



