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RESUMO

As restingas da costa brasileira vém sofrendo h& varias décadas um crescente
processo de fragmentacdo. A fragmentacdo causa grandes modificacbes nas
interacbes mutualisticas e pode levar a reducao no tamanho das populacfes de
polinizadores e na sua diversidade genética, ameacando a diversidade bioldgica.
Epicharis nigrita € uma espécie de abelha que apresenta estreita relacdo com
plantas que possuem estruturas florais secretoras de Oleo. Estas plantas sao
importantes componentes da flora das restingas, tornando o servico dessas
abelhas essencial para a restauragdo deste habita. Os objetivos deste estudo
foram analisar as interacdes tréficas de Epicharis nigrita com suas plantas fontes
de recurso e avaliar a diversidade genética e a estrutura populacional dessa
espécie de abelha em areas de restinga. O estudo foi realizado em cinco
remanescentes de restinga ao longo do litoral dos estados do Rio de Janeiro e
Espirito Santo. As abelhas foram coletadas individualmente com rede
entomoldgica, em flores de Byrsonima sericea DC, durante o periodo de maior
floracdo, logo que pousavam nas flores, a fim de identificar as fontes de recursos
utilizadas pelas fémeas durante o forrageamento. As interagdes das com plantas
fontes de recurso foram avaliadas através da identificacdo taxondmica do
material polinico contido nas escopas das fémeas. Cargas polinicas das escopas
de 46 fémeas provenientes das cinco areas de restinga foram submetidas a
acetélise e o material montado em laminas. As estimativas foram feitas a partir
da contagem e identificacdo de 1200 gréaos de pdélen por individuo. Amostras da
musculatura toracica de 108 fémeas foram submetidas as andlises de
diversidade genética, utilizando marcadores mitocondriais. Foram identificados
26 tipos polinicos pertencentes a nove familias botanicas nas amostras nas cinco
areas de restinga. Byrsonima sericea foi a espécie mais representativa nas cinco
areas, como esperado, apresentando 100% de frequéncia de ocorréncia, o que
indica que estas abelhas apresentam constancia floral em Byrsonima sericea
durante as coletas de podlen. As demais familias de plantas amostradas
representaram menos de 1% de frequéncia relativa nas amostras em todas as
areas estudadas, confirmando a hipétese de oligolecia para Epicharis nigrita. A

composicao dos outros recursos florais utilizados por estas abelhas foi distinto
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entre as areas de estudo, sugerindo uma substituicdo de recursos de néctar ao
longo da distribuicdo geogréfica s ao longo do litoral do Rio de Janeiro e Espirito
Santo, associada com a composicdo floristica das areas As andlises de
diversidade genética apontaram um valor global de ®st = 0,292 e os valores
obtidos para cinco pares de amostras de E. nigrita analisados para um segmento
de 499 pb do gene 16S evidenciaram uma importante estrutura populacional
para a espécie estudada. O comportamento filopatrico poderia ser um dos
provaveis fatores atuando em favor da estruturagdo genética entre as
populacdes. Dentre os cinco pares de amostras que evidenciaram uma
diferenciac@o genética alta, quatro envolveram uma das areas amostradas na
distribuicdo mais ao norte, no estado do Espirito Santo. Um estudo mais
detalhado nesta area seria necessario para avaliar se fatores ambientais ou
outros fatores intrinsecos da populacdo de Epicharis nigrita seriam relevantes
para explicar a importante diferenciacdo genética encontrada entre as abelhas
do Parque Estadual Paulo César Vinha e as demais areas estudadas. Os
resultados indicam que as populagbes de Epicharis nigrita podem ser mais
facilmente afetadas pelo processo de fragmentacdo das areas de restinga
estudadas, devido as suas carateristicas particulares, necessitando de uma

maior atencdo a conservacao.

Palavras-chave: Abelhas coletoras de 6leo, Analises palinologicas, Mata

Atlantica, Marcadores mitocondriais, P6len, Polinizadores.
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ABSTRACT

The restingas of the Brazilian coast have been suffering for several decades a
growing process of fragmentation. Fragmentation causes major changes in the
mutual interactions and may lead to a reduction in the size of pollinator
populations and in their genetic diversity, threatening biological diversity.
Epicharis nigrita is a species of bee that has a close relationship with plants that
have floral structures that secrete oil. These plants are important components of
the flora of the restingas, making the service of these bees essential for the
restoration of this habitat. The aims of this study were to analyze the Epicharis
nigrita trophic interactions with its resource sources and to evaluate the genetic
diversity and the population structure of this bee species in restinga areas. The
study was carried out in five remnants of restinga along the coast of the states of
Rio de Janeiro and Espirito Santo. The bees were collected individually with
entomological net, in flowers of Byrsonima sericea DC, during the period of
greatest flowering, as soon as they landed on the flowers, in order to identify the
sources of resources used by the females during foraging. The interactions of
plants with resource sources were evaluated through the taxonomic identification
of the pollen material contained in the scopes of the females. Pollen loadings of
the scopes of 46 females from the five restinga areas were submitted to
acetolysis and then the material was mounted on slides. Estimates were made
from the count and identification of 1200 grains of pollen per individual. Samples
of the thoracic musculature of 108 females were submitted to genetic diversity
analysis using mitochondrial markers. Twenty-six pollen types belonging to nine
botanical families were identified in the samples in the five restinga areas.
Byrsonima sericea was the most representative species in the five areas, as
expected, presenting a 100% frequency of occurrence, indicating that these bees
present floral constancy in Byrsonima sericea during pollen collections. The other
families of plants sampled represented less than 1% of relative frequency in the
samples in all the studied areas, confirming the oligolecia hypothesis for Epicharis
nigrita. The composition of the other floral resources used by these bees was
distinct among the study areas, suggesting a substitution of nectar resources
along the geographical distribution along the coast of Rio de Janeiro and Espirito
Santo, associated with the floristic composition of the areas. Genetic diversity
analysies showed a global value of ®@st = 0.292 and the values obtained for five
pairs of E. nigrita samples analyzed for a segment of 499 bp of the 16S gene
presented an important population structure for the studied species. Philopatric
behavior could be one of the probable factors acting in favor of genetic structuring
between populations. Among the five pairs of samples that showed a high genetic
differentiation, four involved one of the areas sampled in the further north
distribution, in the state of Espirito Santo. A more detailed study in this area would
be necessary to evaluate if environmental factors or other intrinsic factors of the
population of Epicharis nigrita would be relevant to explain the important genetic
differentiation found between the bees of the Paulo César Vinha State Park and
the other studied areas. The results indicate that the populations of Epicharis
nigrita can be more easily affected by the fragmentation process of the restinga

xiii



areas studied, due to their particular characteristics, requiring a greater attention
to conservation.

Keywords: Oil-collecting bees, Palynological analyzes, Atlantic Forest,
Mitochondrial markers, Pollinators.
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INTRODUCAO GERAL

As restingas sdo ecossistemas incluidos pelo Decreto Federal 750/1993
no dominio Mata Atlantica e seu conceito € abordado na literatura desde 1785
(Reys, 1997). No sentido geral, envolvem um conjunto de comunidades que
vivem sobre depdsitos arenosos costeiros formados no Quaternério (Bigarella,
1947; Lacerda et al.,, 1982; Rocha et al., 2003); sua descricdo é bastante
complexa e diversa, pois € utilizada em uma variedade de areas de estudo, como
Geologia, Botanica e Ecologia, onde sdo abordados diferentes elementos que
constituem este habitat (Suguio & Tessler, 1984; Assuncdo & Nascimento,
2000). Quando comparadas a florestas, as restingas séo consideradas habitats
abertos, possuindo particularidades, como intensa radiacdo solar, solos
arenosos e pobres em nutrientes, restricdo hidrica e também a presenca de
vegetacao caracteristica desse ecossistema, o que permite a sobrevivéncia de
organismos adaptados a esse ambiente. Além disso, as restingas da costa
brasileira apresentam diferencas particulares em sua fisionomia, estrutura e
composicao floristica (Eiten, 1983; Oliveira & Rocha, 1997), o que pode
influenciar a composicéo e riqueza da fauna (Rocha & Bergallo, 1997; Rocha,
2000; Rocha et al., 2003).

Trés fitofisionomias sdo mais comumente reconhecidas como formadoras
das restingas costeiras no Brasil: formacdes herbaceas, formacdes arbustivas
(abertas ou fechadas) e florestas. Em geral, estas fisionomias apresentam-se
nesta ordem no sentido oceano-continente. Esse aumento da complexidade
estrutural do ambiente, maior nas areas mais distantes do oceano, pode
acarretar 0 aumento da riqueza e a diversidade de espécies (Henriques et
al.,1986; Rocha & Bergallo, 1997; Rocha et al., 2003). Devido a localizacdo em
areas litoraneas, as restingas constituem um dos habitats mais alterados e
explorados, sujeitos principalmente a atividades humanas. A crescente
fragmentacdo em areas de restinga, resultante da expansao dos centros urbanos
e de atividades econdmicas como pastagem e agricultura, € uma das maiores
ameacas a diversidade biolégica neste ecossistema (Arauo & Lacerda, 1987,
Rocha et al., 2003).

Em um estudo em area de restinga, Gaglianone (2000) relatou que cerca

de 80% das espécies das plantas mais abundantes s&do primariamente



polinizadas por insetos e, entre estes, as abelhas estdo envolvidas em interacdes
com espécies de diversas familias. Estas observacfes foram comprovadas em
estudo recente (Depra, 2018). Esta alta porcentagem observada sugere que as
abelhas tém um papel essencial para 0s processos de restauracdo dos
remanescentes neste tipo de vegetacédo. Isso ocorre especialmente no caso de
espécies dioicas, como € o caso de Clusia hilariana Schitdl (Cesario, 2007) e
Schinus terebinthifolius Raddi (Cesario & Gaglianone, 2008), que n&o séo
capazes de produzir frutos e sementes na auséncia de seus polinizadores. Uma
importante guilda de abelhas considerada muito representativa na restinga €
composta pelas abelhas coletoras de 6leo que apresentam estreita relacdo com
plantas que possuem estruturas florais secretoras de 6leo (elaiéforos), como é o
caso de Byrsonima sericea DC (Malpighiaceae).

Byrsonima sericea € uma espécie de planta que possui individuos com
altura que variam de 3 a 20m e cada uma das cinco sépalas que formam a corola
das flores possui um par de elaioforos (Teixeira & Machado, 2000). No entanto,
existe individuos que apresentam flores sem elaiéforos, podendo ocorrer casos
de populac¢des com individuos com e sem as glandulas secretoras de 6leo. Além
do dleo, esta espécie vegetal oferece pdélen como recompensa aos seus
visitantes florais e suas flores apresentam diferentes atributos que sé&o
considerados atrativos as abelhas, como: zigomorfia, cor amarela e antese
diurna (Vogel, 1974; Anderson, 1979; Sazima & Sazima, 1989).

As abelhas coletoras de 6leo, na regido neotropical, estdo distribuidas em
trés tribos da familia Apidae: Centridini, Tapinotaspidini e Tetrapediini (Alves-
dos-Santos et al., 2007). A tribo Centridini € a mais diversificada e apresenta dois
géneros, Centris Fabricius, 1804 e Epicharis Klug, 1807, com aproximadamente
250 espécies (Moure et al., 2012), embora a monofilia da tribo esteja sendo
contestada recentemente. Fémeas de Centridini apresentam comportamento
solitario de nidificacdo. As espécies de Centris constroem seus ninhos
principalmente em solos expostos ou cobertos por vegetacdo rasteira, e ha
também espécies que nidificam em cupinzeiros ou em cavidades preexistentes
(Coville et al., 1983; Gaglianone, 2001), enquanto que as espécies de Epicharis
nidificam em solos arenosos podendo formar agregagcdes de ninhos com outras
fémeas (Camargo et al. 1975, Roubik & Michener, 1980, Gaglianone, 2005,
Rocha-Filho et al., 2008; Gaglianone et al., 2015).



As fémeas apresentam nas pernas estruturas morfolégicas
especializadas para a coleta, manuseio e transporte de 6leo floral (Vogel, 1974).
O oleo floral é um importante recurso utilizado na constru¢do de ninhos, por
apresentar caracteristicas como impermeabilidade, aderéncia a substratos e
também resisténcia e dureza. Este recurso também é utilizado como alimento
larval juntamente com o poélen, podendo substituir o néctar, devido ao seu alto
valor energético (Camargo et al., 1975).

No Brasil, espécies de Centridini foram estudadas nos mais variados
habitats, dentre estes o cerrado (Pedro, 1994; Gaglianone, 2003), a caatinga
(Aguiar et al.,, 2003), as dunas de areia (Silva et al., 2001) e os ambientes
florestais (Gaglianone, 2006) e urbanizados (Silva-Junior, 2011). Em todos esses
ecossistemas, estas abelhas sdo consideradas importantes polinizadores,
contribuindo para a manutencdo da vegetacdo nativa da area. Além disso,
Centris e Epicharis sdo polinizadores-chave na agricultura, como em cultivos de
acerola (Siqueira de Castro, 2002) e maracuja-doce (Gaglianone, 2010). Estudos
da relacdo entre flores produtoras de oOleos e abelhas coletoras de 6leos em
regides costeiras do Brasil tém demonstrado o importante papel destas abelhas
como potenciais agentes polinizadores neste ecossistema. Estas interacdes
foram estudadas por autores como Teixeira & Machado (2000) no estado de
Pernambuco, Costa et al. (2006) em dunas na Bahia e Dunley et al. (2009) no
Rio de Janeiro. Por isso, o estudo aprofundado destas populacdes de abelhas
pode contribuir para elucidar os efeitos da fragmentacéo das areas de restinga
e para a conservacgao deste importante ecossistema.

As abelhas do género Epicharis estao distribuidas em nove subgéneros
exclusivamente neotropicais com registro de ocorréncia em diferentes
fitofisionomias como de Mata Atlantica, Cerrado, Florestas Umidas Equatoriais,
em vegetacdo de campos, e em area antropicas (Gaglianone, 2000; Gaglianone
et al., 2001). Espécies desse género tém sido objeto de varios estudos
envolvendo principalmente seu comportamento de nidificacdo, espécies
associadas aos ninhos, sazonalidade e as fontes de recursos utilizadas para a
alimentacao da sua prole (Vesey-FitzGerald, 1939; Camargo et al., 1975; Roubik
& Michener, 1980; Raw, 1992; Hiller & Wittmann, 1994; Gaglianone, 2001; Thiele
& Inouye, 2007; Rocha-Filho et al., 2008; Werneck, 2012; Werneck & Campos
2012; Gaglianone et al., 2015).



Epicharis (Epicharis) nigrita (Friese, 1900) € uma espécie univoltina, que
constrdi seus ninhos em solo arenoso formando agregacdes (Gaglianone, 2005).
Ninhos estudados em area de Cerrado mostraram a presenca de um unico canal
gue leva a uma célula isolada. As células foram aprovisionadas com uma mistura
de pdlen e 6leos florais, coletados de flores de Byrsonima. Em areas de restinas,
estudos envolvendo as interagdes ecoldgicas desta espécie sao ainda limitados.
Assim, devido a grande representatividade e importancia de Epicharis nigrita
como agente polinizador nas restingas costeiras, tais estudos se fazem
necessarios e urgentes.

Outra questdo relevante envolvendo Epicharis nigrita diz respeito a
auséncia de estudos genéticos sobre suas populacdes. Diversos autores tém
apontado a perda de diversidade genética como uma das provaveis causas
responsaveis pelo declinio mundial nas populacbes de abelhas (Winfree et al.,
2009; Zayed, 2009; Potts et al., 2010). Ademais, segundo Brown & Paxton
(2009), com excecao dos géneros Apis L. e Bombus Latreille, pouco se sabe
sobre a genética de populacdes envolvendo abelhas. A perda da diversidade
genética pode levar, por exemplo, a maior susceptibilidade das populacdes de
abelhas a patégenos (Brown & Paxton, 2009) e ao aumento de producdo de
machos diploides (Zayed, 2009).

Estudos sobre a diversidade genética aplicam técnicas de marcadores
moleculares e podem ser desenvolvidos a partir de DNA nuclear ou mitocondrial.
Ao contrario do DNA nuclear de heranga biparental, o DNA mitocondrial
apresenta heranca uniparental de origem materna, permitindo testar a filopatria
em fémeas de abelhas, como é o caso de espécies de Centridini que tendem a
nidificar nos mesmos locais onde emergiram. Trabalhos relacionando filopatria a
maior tendéncia de diferenciacdo genética vém sendo desenvolvidos com
abelhas da tribo Euglossini, como é o caso dos estudos com espécies de
Eulaema (Lopez-Uribe et al. 2014) e com populacdes de Euglossa iopoecila em
Floresta Atlantica dos estados do Parana, S&o Paulo e Rio de Janeiro (Penha et
al. 2015).

Com o intuito de analisar a variabilidade genética entre populacdes de
abelhas a partir de DNA, algumas metodologias tém sido frequentemente
empregadas, tais como as andlises com enzimas de restricdo (ER), que

reconhecem determinadas sequéncias de bases de DNA e as clivam em sitios
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especificos, permitindo a separacdo de fragmentos do DNA analisado. Neste
caso, a caracterizacdo do DNA € possivel a partir da construgcdo de mapas de
restricdo, que fornecem varios dados importantes do genoma, como por exemplo
0 seu tamanho, numero de sitios de restricdo por enzima, posicao desses sitios
e regides conservadas.

Outra técnica muito utilizada € a amplificagcdo do genoma via Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR). Essa técnica consiste em uma sequéncia de ciclos
que permite a multiplicacdo de fragmentos de DNA a partir de iniciadores
(primes) e enzimas que realizam a replicacdo (DNA polimerase), permitindo a
analise de pequenas amostras de DNA (Arias et al., 2003).

Estudos utilizando DNAmMt como marcadores moleculares em populagdes
de abelhas vém sendo desenvolvidos principalmente em grupos de abelhas
sociais, como abelhas africanizadas (Apis mellifera L.) e meliponineos (Moritz et
al., 1986; Arias et al., 1990; Garnery et al., 1992; Oldroyd et al., 1992; Arias &
Sheppard, 1996; Arias et al. 1996; Smith et al., 2000). De modo diverso, ao se
considerar o numero maior de espécies de abelhas de habito solitario em
comparacao com as de habitos sociais, as informacdes existentes na literatura
sobre a genética das populacdes de abelhas solitarias sdo ainda escassas. No
Brasil, além dos estudos genéticos com espécies sociais, nota-se um aumento
no numero de investigacbes envolvendo diferentes espécies de abelhas das
orquideas, podendo ser citados os trabalhos de Sofia et al. (2005), Suzuki et al.
(2010), Cerantola et al. (2010), Zimmermann et al. (2011), Boff et al. (2014) e
Penha et al. (2015). Destaca-se ainda o estudo de Augusto et al. (2012), que
descreve e caracteriza locos microssatélites de Xylocopa frontalis (Olivier) e o
estudo de Moure-Oliveira (2013) sobre estrutura genética de abelhas Centridini
de areas urbanas. Este ultimo estudo procurou testar se essas abelhas sé&o
estruturadas geneticamente e, ao estimar o nivel de estruturacdo, relatou
resultados distintos para cada espécie, evidenciando apenas uma espécie
(Centris trigonoides) com nivel de estruturacao significativo. Vale destacar ainda
os estudos de Matrtins (2014) e Martins et al. (2015), que também fizeram uso de
ferramentas moleculares para uma abordagem evolutiva envolvendo a tribo
Centridini. Dessa forma, estudos que permitam um acesso ao conhecimento da
diversidade genética em populacdes de abelhas sdo altamente relevantes para

o planejamento de estratégias de conservacao de polinizadores.



Neste contexto e levando em consideracdo algumas caracteristicas
particulares de Epicharis nigrita, tais como o uso de solo preferencialmente
arenoso para a contru¢cdo dos seus ninhos e sua possivel especializacdo na
coleta de 6leo e pélen de flores do género Byrsonima, dados sobre estrutura
genética e interacdes entre essa espécie de abelha e plantas poderao indicar se
suas populacbes sdo mais suscetiveis as pressdes antropicas e necessitam de

maior atencao nas medidas de conservagao dos polinizadores.



CAPITULO 1 - Recursos polinicos utilizados por Epicharis nigrita (Friese,

1900) em é&reas de restinga

1.1- INTRODUCAO

O polen das flores € um recurso fundamental, pois além de sua fungéo na
reproducdo das plantas, também € utilizado como recompensa para visitantes
florais. Abelhas coletam grandes quantidades de pdélen, que servem
principalmente como fonte proteica para suas larvas. Embora este polen nao
seja usado na polinizacéo, é utilizado na alimentacdo de futuros polinizadores
(Schlindwein et al. 2005). Esta interacdo entre abelhas e plantas possibilita a
polinizacdo cruzada, favorecendo o fluxo génico das plantas, o que garante o
reestabelecimento da diversidade de uma comunidade vegetal (Palmer et al.,
1997; Rodrigues & Gandolfi, 2000).

As interacbes entre abelhas e plantas em relacdo ao uso de recurso
polinico podem ser mais ou menos especificas, o que levou autores a
classificacdo das abelhas visitantes florais em monoléticas, que coletam polen
em uma Unica espécie vegetal, oligoléticas, que coletam pélen de poucas plantas
proximamente aparentadas e poliléticas, que coletam pélen em grande riqueza
de plantas (Robertson 1925, Linsley 1958; Eickwort & Ginsberg 1980). Outras
classificacbes mais recentes abordam principalmente o0 conceito de
especializacdo e generalizacdo. Segundo alguns autores, as espécies
especialistas visitam determinadas espécies de plantas ou familias botanicas,
coletando com maxima eficiéncia e assim atuando como polinizadores
especializados, mantendo uma relacdo bastante estreita com as plantas As
espécies generalistas, por outro lado, visitam flores de muitas espécies
botanicas e utilizam diversas fontes de alimento, ndo sendo dependente de
alguma espécie especifica para sua sobrevivéncia.

Muitas abelhas solitarias apresentam sazonalidade marcada, com adultos
em apenas curto periodo do ano (Michener, 2007). Nestes casos, a
especializacdo a poucas fontes de podlen é uma caracteristica amplamente
observada, o que facilita o uso de recursos de plantas em florescimento na
mesma época de seu periodo de atividade (Roubik & Michener, 1980). J4 as
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espécies de abelhas eussociais, apresentam-se ativas durante todo o ano e se
comportam como generalistas, possuindo uma variedade de plantas disponiveis
como fornecedoras de recursos (Faria et al., 2012).

Informacdes como estas podem ser obtidas a partir da observacéo direta
das abelhas nas flores ou por meios indiretos, como, por exemplo, por meio da
andlise polinica dos graos de polén encontrados nas estruturas de transporte no
corpo das abelhas (escopas/corbiculas das fémeas), nas fezes das larvas e nos
conteudos de aprovisionamento estocados nos ninhos das abelhas. O estudo
dos gréaos de polén a partir da andlise polinica permite a identificacdo taxonémica
através da analise da estrutura e ornamentacdo da exina do gréo de pélen e
pode fornecer importantes informacdes sobre as espécies de plantas utilizadas
como fontes de recursos florais para as abelhas, assim como sobre a natureza
da interacao entre eles. A partir disso, podemos identificar os grupos de plantas
essenciais para a sobrevivéncia e manutencdo das populacdes destes
polinizadores e consequentemente dessas plantas, contribuindo dessa forma
para o entendimento dessa interagcdo mutualistica entre abelhas e plantas.

Epicharis nigrita possui distribuigdo exclusiva no Brasil com registrosde
ocorréncia na Mata Atlantica em regides costeiras e em cerrados (Gaglianone,
2001). Para E. nigrita apenas o estudo de Gaglianone (2005), realizado em area
de cerrado do estado de S&o Paulo, trata das fontes polinicas utilizadas como
recursos para o aprovisionamento das células de cria. Os dados do presente
trabalho podem servir como base para o planejamento de estratégias de
conservacgao desses polinizadores.

1.2- OBJETIVO

Analisar as interacdes troficas de Epicharis nigrita em areas de restinga

ao longo do litoral dos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo.

1.3- METODOLOGIA

1.3.1- Area de estudo



O estudo foi realizado em cinco remanescentes de restinga localizadas ao

longo do litoral dos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo, descritos a seguir
(Figura 1.1 e Tabelal.1).

PEI

400 Km I

Figura 1.1 - Localizagao geogréfica dos remanescentes de restinga: Parque Nacional
da Restinga de Jurubatiba (PNRJ) Reserva Particular do Patrimbnio Natural Fazenda
Caruara (RPPN Caruara), Restinga de Praia das Neves (RPN), Parque Estadual Paulo
César Vinha (PEPCV) e Parque Estadual de Itaunas (PEI).

Tabela 1.1 - Areas de amostragem de Epicharis nigrita no litoral dos estados do
Rio de Janeiro (RJ) e Espirito Santo (ES), Brasil

Areas Municipio, estado Coordenadas
PNRJ Parque Nacional da Restinga de Quissami, RJ 22°17’S, 41°41'W
Jurubatiba
RPPN Reserva Particular do S&0 Joé&o da Barra, RJ 21°44’S, 41°02’'W
Patrimdnio Natural Caruara
PN Restinga de Praia das Neves Presidente Kennedy, ES 21°14'S, 40°56'W
PEPCV  Parque Estadual Paulo César Guarapari, ES 20°33’S, 40°23'W
Vinha
PEI Parque Estadual de Itainas Conceicdo da Barra, ES 18°20’S, 39°40'W




Tabela 1.2 - Distancia entre as areas de amostragem de Epicharis nigrita ao longo
do gradiente do litoral dos estados do Rio de Janeiro (RJ) e Espirito Santo (ES),

Areas Distancia
PNRJ — RPPN Caruara 64Km
RPPN Caruara — PN 43Km
PN — PEPCV 100Km
PEPCV — PEI 247Km
Distancia maxima entre 454Km

areas extremas

Parqgue Nacional da Restinga de Jurubatiba

O Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ) no litoral norte do
estado do Rio de Janeiro engloba areas dos municipios de Macaé, Carapebus e
Quissama, com area total de 14.860 ha. A regido apresenta uma lagoa de agua
doce, a Lagoa Feia, e esta sobre planicie de origem quaternaria que se estende
desde a cidade de Macaé até Barra do Furado (Araujo et al., 1998). A criacéo do
PNRJ foi fundamental para o sucesso na conservacdo de um dos maiores
remanescentes de restinga do estado e protecao da diversidade biologica, sendo
a Unica area de restinga preservada do Brasil na categoria de Parque Nacional
(Rocha et al., 2005) (Figura 1.2A).

Reserva Particular do Patriménio Natural Fazenda Caruara

A Restinga do complexo Lagunar Grussai/lquipari ao norte do estado do
Rio de Janeiro esta localizada no municipio de Sdo Jodo da Barra. Ha varias
décadas a restinga vem sofrendo interferéncias antropicas e sendo ameacada
por atividades dos setores imobiliario e industrial. Em parte desta restinga foi
criada uma area de protecédo, a RPPN Caruara, que possui uma area protegida
de cerca de 4.000 ha, abrangendo os quatro tipos fisiondbmicos descritos por
Assumpcdo & Nascimento (2000): formacado praial gramindide, formagéo praia
com moitas, formagéo de Clusia e formagdo mata de restinga. Desde 2012 esta
em andamento um projeto de restauracdo que envolve o plantio de mudas de

espécies encontradas na formacéo de Clusia (Figura 1.2B).
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Restinga de Praia das Neves

A restinga de Praia das Neves ao sul do Estado do Espirito Santo esta
localizada no municipio de Presidente Kennedy e ocupa uma area de
aproximadamente 4.800 ha. Esta area sofreu alteracdo antrépica com remog¢ao
da vegetacdo para o estabelecimento de cultura e exploracdo madeireira
(Lamego, 1946). Apesar disso, a restinga de Praia das Neves ainda possui
remanescentes florestais e areas com vegetacdo herbaceo-arbustiva em

diferentes estagios de regeneracao (Braz et al., 2013) (Figura 1.2C).

Parque Estadual Paulo Cesar Vinha

O Parque Estadual Paulo Cesar Vinha (PEPCV) localizado em Setiba,
municipio de Guarapari, Espirito Santo, compreende aproximadamente 1.500 ha
de restinga. Esta restinga foi considerada area prioritaria para conservacao da
biodiversidade, contemplada na categoria de alta importancia biolégica (MMA,
2000). O PEPCYV foi criado como medida de protecdo da area, que estava
ameacada por atividades imobiliarias, retirada demadeira, extracdo de areia e
gueimadas (Ferreira, 2011) (Figura 1.2D).

Parque Estadual de Italinas

O Parque Estadual de Itaunas (PEI) ao norte do Estado do Espirito Santo
esta localizado no municipio de Conceicdo da Barra e apresenta uma area de
3.150 ha. O PEI se encontra em processo de restauracdo, onde estdo sendo
realizados plantios de mudas que tem como objetivo promover a restauracao de
areas impactadas por acbOes antropicas e principalmente por eventos de
queimadas (Correia & Crepald, 2011) (Figura 1.2E).
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Figura 1.2 - Visita aérea dos remanescentes de restinga: (A) Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba (PNRJ), (B) Reserva Particular do Patrimonio Natural Fazenda
Caruara (RPPN Caruara), (C) Restinga de Praia das Neves (RPN), (D) Parque Estadual
Paulo César Vinha (PEPCV) e (E) Parque Estadual de Itatnas (PEI).

1.3.2- Coleta de dados

1.3.2.1-Amostragem das abelhas

A amostragem de abelhas foi realizada com rede entomoldgica em areas
de formacdo arbustiva aberta das retingas estudadas. As abelhas foram
coletadas sobre as flores de Byrsonima sericea DC (Figura 1.3A, B e C), assim

que pousavam nas flores, durante percurso do coletor em uma trilha de
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aproximadamente 1 km de distancia. As coletas foram realizadas nos horarios
de maior atividade das abelhas (entre 9 e 17 horas), durante os meses de
outubro a marcgo, meses de floracdo intensa da espécie em questdo. Parte do
material utilizado neste trabalho foi coletada no ano de 2016 e parte foi cedido
pela orientadora, provenientes de coletas feitas em 2011, 2012 e 2014. Esta
espécie vegetal foi escolhida pelo fato de ter ampla distribuicdo geografica nas
restingas e atrair grande numero de espécies de abelhas coletoras de Oleos
devido a oferta de Gleos e pdlen como recursos florais e a interacdo especifica
com abelhas coletoras de 6leos devido a presenca de elai6foros (Figura 1.3D).
Além disso, dados prévios (Depra, 2018) obtidos na RPPN Caruara e Restinga
de Praia das Neves indicaram rysonima sericea como principal espécie
hospedeira de Epicharis nigrita. Além disso, a oferta de flores desta planta
coincide com a atividade de Epicharis nigrita na area, estendendo-se de outubro
a marco (Gaglianone, 2006).

As abelhas foram coletadas separadamente, inseridas em frascos
individuais, etiquetadas e armazenadas em alcool etilico absoluto (PA) no
Laboratorio de Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, foi retirado o material polinico da escopa dessas
abelhas para posterior analise.
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Figura 1.3 — (A) Coleta de Epicharis nigrita com rede entomologica em flores de
Byrsonima sericea, (B) Inflorescéncia de Byrsonima sericea, (C) Flor de Byrsonima
sericea e (D) Flor de Byrsonima sericea com destaque para os elaiéforos. Foto: setor de
ecologia de abelhas e polinizacdo do LCA-CBB-UENF.
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1.3.2.2- Obtencéao das amostras do conteudo polinico

O conteudo polinico das escopas de 10 abelhas de cada area foi retirado
e acondicionado em tubos de 15 ml contendo acido acético glacial. Para o
Parque Estadual de Itaunas a amostragem foi de seis individuos, devido a
inexisténcia de polen suficiente para analise nas demais abelhas coletadas nesta
area..

O material em acido acétido foi processado por acetdlise, através do
protocolo descrito a seguir O material polinico nos tubos foi submetido a
centrifugacéo (1500 rpm por 15 min), retirado o sobrenadante e acrescentado 5
ml da mistura acetolitica (9 partes de anidrido acético para 1 parte de &cido
sulfarico). Foi colocado um bastonete de vidro em cada tubo e levado ao banho
maria (80 °C por 3 min). Apés inicio da fervura, os bastonetes foram agitados
para desintegrar os tecidos que comp&em o material. Em seguida, o material foi
centrifugado (3000 rpm por 3 min) e novamente retirado o sobrenadante. Apos
essa etapa, foram acrescentados 10 ml de 4gua destilada, o tubo agitado até
formar espuma e depois acrescentadas 1 a 2 gotas de alcool 70%. Novamente
o material foi centrifugado (3000 rpm por 3 min), o sobrenadante retirado e
acrescentados 2 ml de uma mistura de 1:1 de agua e glicerina (deixando por 30
min ou até o dia seguinte).

No setor de Ecologia Experimental do Laboratoério de Ciéncias Ambientais
da UENF, as amostras foram montadas em laminas preparadas em triplicata
para cada abelha, totalizando 138 laminas. Foram contados 400 graos de pdélen
por lamina, totalizando 1200 gréos de pdlen por abelha. Os diferentes tipos
polinicos foram fotografados com auxilio de um microscépio e comparados com
laminario de referéncia das espécies vegetais encontradas nas restingas. A
identificacdo do material foi confirmada pela Profa. Dra. Vania Esteves e Dra.
Claudia Barbieri (Museu Nacional, UFRJ), colaboradoras deste trabalho. A
analise quantitativa foi através da contagem e respectiva porcentagem relativa

do nimero de graos de cada tipo polinico existente nas amostras.
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1.3- Analises de dados

As interacdes entre Epicharis nigrita e as plantas fontes de recursos florais
nas areas de restinga estudadas foram avaliadas através da analise da riqueza
(nimero de tipos polinicos encontrados nas amostras), abundancia relativa
(porcentagem de gréaos de cada tipo em relacdo ao total de 1200 grédos por
amostra), frequéncia de ocorréncia (relativa ao nimero de amostras em que o
tipo ocorreu) e indices de diversidade e similaridade entre as areas de restinga.

A diversidade de tipos polinicos, uma medida da amplitude do nicho tréfico
das abelhas, foi calculada a partir do indice de Shannon-Wiener (H= X -pi*lognpi,
onde pi= propor¢ao de grdos de pdélen do tipo i e In= logaritmo neperiano), em
cada area (Magurran, 2004). Para o calculo da diversidade foi utilizado o
programa PAST versao 1.91 (Hammer et al., 2001).

A similaridade na utilizagdo das fontes de recursos florais entre as areas
de restinga foi calculada através de: PSij = Zmin (Pih, Pjh), onde PS= somatdrio
dos menores valores de abundancia relativa dos tipos polinicos i e j comuns as
duas areas comparadas (Krebs, 1989).

Os dados de frequéncia dos tipos polinicos foram organizados em uma
matriz quantitativa, a partir da qual foram construidas redes de interacdo. Nas
linhas da matriz foram dispostos os tipos polinicos (representando as espécies
de plantas) e nas colunas foram dispostas as areas de restinga. A matriz foi
analisada no Programa R versédo 2.9.2., pacote bipartite. As representacoes
graficas das redes de interacdo foram obtidas no programa Pajek 1.2.4 (Batagelj
& Mrvar, 1998).

Para avaliar a suficiéncia amostral durante o periodo de estudo e
comparar a tipos polinicos encontrados entre as areas estudadas, foram
avaliadas curvas de acumulacédo de espécies obtidas nas areas amostradas, a

partir de 1000 aleatorizagGes do conjunto de dados.
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1.4- RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1- Principais fontes polinicas utilizadas por Epicharis nigrita

Foram identificados 26 tipos polinicos pertencentes a nove familias
botanicas, distribuidas nas cinco areas de estudo (Tabela 1.2; Apéndice I).
Byrsonima sericea (Malpighiaceae; Figura 1.4) foi a mais representativa nas
cinco areas, apresentando 100% de frequéncia de ocorréncia e abundancia
relativa maior do que 98% em todas as areas de estudo.

A maior abundacia relativa de Byrsonima sericea sugere a importancia
dessa espécie como fonte de recursos para Epicharis nigrita. Apesar da
amostragem focal nesta planta direcionar para a maior possibilidade de
encontrar graos de polen desta espécie nas escopas das abelhas, a abundancia
tdo alta deste tipo (acima de 98% em todas as amostras) indica que estas
abelhas apresentam um comportamento de constancia floral em Byrsonima
sericea durante as coletas de pdélen. Além disso, a abundéacia tdo baixa de outros
tipos parece indicar que outras fontes de pélen ndo seriam tdo importantes para
estas abelhas, pois caso contrario, seria esperada maior importancia na massa
das escopas. Outros grdos de polen que porventura tivessem sido coletados e
transferidos para as escopas em viagens anteriores, provavelmente, teriam sido
detectados nas massas carregadas nas escopas e analisadas neste estudo.

A especializacdo de Epicharis nigrita na coleta de pdlen foi indicada por
Gaglianone (2005), em éarea de cerrado, onde a autora encontrou valores
proximos a 97% de graos de pélen de Byrsonima em algumas células de cria e
fezes de larvas em ninhos estudados em agregacdes. O comportamento
oligolético, sugerido para Epicharis nigrita naquele estudo, é corroborado no
presente trabalho. A semelhanca no padrdo de uso de recursos polinicos
observado entre as cinco areas do presente estudo (Figura 1.5) sugere que a
coleta especializada de polen de Byrsonima seja um comportamento da espécie
ao longo da sua area de distribuicdo e ndo somente uma caracteristica local.

As interacdes entre abelhas do género Epicharis e flores de Byrsonima
também foram relatadas em outros estudos, em diferentes areas geogréficas e

com distintas espécies, mas principalmente no que se refere a coleta de 6leos
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florais (Teixeira & Machado, 2000; Gaglianone, 2001; Alves-dos-Santos et al.,
2007; Viana & Alves dos Santos, 2002).

Nas amostras analisadas neste estudo, Stygmaphyllon foi a Unica fonte
de o6leos florais, além de B. sericea, encontrada em abundancia muito baixa e
somente em uma das areas (na RPPN Caruara), (Tabela 1.2) Este dado mostra
que B. sericea € também a principal fonte de Oleos florais para E. nigrita nas
restinga estudadas do RJ e ES. Araujo et al. (2009) discute as vantagens do
comportamento oligolético e especialista, relacionando-os com 0 menor gasto
energético na coleta de recursos florais durante as viagens de forrageamento,
visto que ha uma diminuicdo no tempo gasto nessas viagens pelo fato desses
insetos direcionarem suas coletas a determinada espécie vegetal. Algumas
outras vantagens possiveis, que também estariam relacionadas com o tempo de
viagem de forrageamento, seriam: o investimento em um maior nimero de
células por ninhos, menor tempo de exposicéo das fémeas adultas a predadores
e também a diminuicdo na taxa de aparecimento de inimigos naturais. No
presente estudo, deve-se levar em consideracdo que Epicharis nigrita é uma
espécie sazonal e univoltina (Gaglianone, 2015), com atividade coincidente com
o pico de floracdo de Byrsonima sericea nas restingas do RJ e ES (Depré et al.,
2015).

Em todas as areas avaliadas, as demais familias de plantas amostradas
representaram menos de 1% de abundécia relativa nas amostras (Tabela 1.2,
Figura 1.5). Apesar disso, algumas destas familias apresentaram os maiores
valores de riqueza de tipos polinicos: Rubiaceae (7 tipos polinicos),
Leguminosae (7) e Solanaceae (4). As demais familias apresentaram apenas um
anico tipo polinico (Tabela 1.2).

Entre os tipos polinicos com menos de 1% de abundéancia relativa, o PNRJ
e a RPPN Caruara apresentaram o mesmo tipo polinico (tipo 2 da familia
Rubiaceae) com as maiores abundancias relativas e frequéncia de ocorréncia.
Este fato pode indicar um possivel compartihamento do mesmo recurso
complementar de polen para Epicaris nigrita nessas areas. Ja na restinga de
Praia das Neves, trés tipos polinicos apresentaram uma abundancia relativa
consideravelmente maior em relacdo aos demais (tipo 6 da familia Rubiaceae,

tipo 3 de Leguminosae Caesalpinioideae e tipo 3 de
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Leguminosae Mimosoideae), indicando possivelmente importantes fontes de
recursos (Tabela 1.2).

Neste trabalho ndo foi possivel identificar os tipos polinicos em nivel
especifico e assim determinar os recursos (pélen ou néctar) utilizados pelas
abelhas. Porém, baseado no fato de que varias espécies da familia Rubiaceae
tenham sido indicadas como fontes de néctar para abelhas coletoras de dleos,
inclusive Epicharis (veja compilacdo em Gaglianone, 2001), pode-se supor que
estas plantas sejam fontes de néctar para Epicharis nigrita nas restingas. O
mesmo pode-se dizer sobre algumas espécies de Leguminosae (Papilionidae e
Mimosoideae).

Diferentemente, espécies de Solanaceae sdo primariamente fontes de
pélen por possuirem (muitas delas, e principalmente do género Solanum)
anteras poricidas. Se isso for confirmado, estas fontes poderiam ser entendidas
como fontes alternativas de polen para estas abelhas nas areas de ocorréncia.

De acordo com os resultados obtidos em um trabalho realizado em dois
desses remanescentes de restinga (RPPN Caruara e PN), E. nigrita também foi
amostrada sobre flores de espécies das familias Malpighiaceae (Byrsonima
sericea DC) e Leguminosae (Andira fraxinifolia Benth e Centrosema virginianum
Benth), além de outras duas familias ndo registradas no presente estudo,
pertencentes as familias Apocynaceae (Mandevilla funiformis (Vell.) K.Schum.)
e Melastomataceae (Tibouchina clavata (Pers.) Wurdack) (Depra, 2018).

A baixa abundéancia de algumas familias registradas neste trabalho pode
ser explicada pela presenca de polen proveniente de resquicios de viagens
realizadas pelas abelhas para coleta de outros recursos florais como, por
exemplo, o néctar, que € utilizado como uma importante fonte energética para
esses insetos, sendo o polen detectado nas amostras, provavelmente aderido
ao corpo das abelhas durante a coleta de néctar.

Uma identificacdo mais refinada dos tipos polinicos encontrados nas
amostras analisadas sera essencial para indicar os recursos (pélen, néctar ou
0leo) oferecidos por cada espécie de planta e avaliar com maior seguranca a
importancia das plantas visitadas, como fornecedoras desses recursos para

Epicharis nigrita.
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Tabela 1.3 - Composigéo, abundancia relativa (AR, em %) e frequéncia de ocorréncia
(FO, em %) dos tipos polinicos encontrados nas escopas de Epicharis nigrita nas cinco
areas estudadas. Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), Reserva
Particular do Patrim6nio Natural Fazenda Caruara (RPPN Caruara), Restinga de Praia
das Neves (RPN), Parque Estadual Paulo César Vinha (PEPCV) e Parque Estadual de

Itatnas (PEI).

Caruara

PNRJ

PN

PEI

Familia/espécie

AR FO

AR FO

FO

Malpighiaceae
1.Byrsonima sericea

2.Stigmaphyllon Tipo 1

Rubiaceae

3. Hedyotis Tipo 1
4.Tipo 1

5.Tipo 2

6.Tipo 3

7.Tipo 4

8.Tipo 5

9.Tipo 6

Solanaceae

10.Tipo 1

11.Tipo 2

12.Tipo 3

13.Tipo 4
Leguminosae
14.Leg. Pap. Tipo 1
15.Leg. Caesal. Tipo 1
16.Leg. Caesal. Tipo 2
17.Leg. Caesal. Tipo 3
18.Leg. Mimo. Tipo 1
19.Leg. Mimo. Tipo 2
20.Leg. Mimo. Tipo 3
Lythraceae

21.Tipo 1

Apiaceae

22.Tipo 1

Myrtaceae

23. Eucalyptus Tipo 1
24.Tipo 1
Nyctaginaceae
25.Tipo 1

Poaceae

26.Tipo 1

99,6 100
0,02 10

0,25 60
0,04 30
0,01 10
0,01 10

98,9 100

0,14

100

50

0,07

0,04

20

20
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Figura 1.4 - Abundancia relativa de tipos polinicos nas escopas de Epicharis nigrita, em
sequéncia dos tipos mais abundantes, nas cinco areas estudadas. Parque Nacional da
Restinga de Jurubatiba (PNRJ), Reserva Particular do Patriménio Natural Fazenda
Caruara (RPPN Caruara), Restinga de Praia das Neves (RPN), Parque Estadual Paulo
César Vinha (PEPCV) e Parque Estadual de Itatunas (PEI).

1.4.2- Uso de recursos florais ao longo de um gradiente de restinga

A analise comparativa dos graos de pdlen coletados por Epicharis nigrita
nas cinco areas de estudo indicou que as abelhas amostradas no Parque
Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), a area amostrada mais ao sul,
apresentaram a maior riqueza de tipos polinicos. Nesta area 13 tipos de polen
pertencentes a seis familias botanicas foram identificados nas escopas das
fémeas. A familia Leguminosae foi a que apresentou a maior riqueza (4 tipos
polinicos), seguida de Rubiaceae (3) e Solanaceae (3). Por outro lado, as
abelhas amostradas no Parque Estadual de Itaunas (PEI), a area amostrada
mais ao norte, apresentaram a menor riqueza, que apresentou apenas trés tipos
polinicos, cada um pertencente a uma familia botanica (Tabela 1.2 e Tabela 1.3).

As abelhas de PN apresentaram a maior diversidade de tipos polinicos, indicada
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pelo indice de diversidade, enquanto que as abelhas do PEI apresentaram o

menor indice (Tabela 1.3).

Tabela 1.4 - Riqueza e diversidade dos tipos polinicos nas escopas de fémeas de
Epicharis nigrita, amostradas em cinco areas de restinga nos estados do RJ e ES.
Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), Reserva Particular do Patriménio
Natural Fazenda Caruara (RPPN Caruara), Restinga de Praia das Neves (RPN), Parque
Estadual Paulo César Vinha (PEPCV) e Parque Estadual de Itatnas (PEI).

Locais de Area da Riqueza de tipos Diversidade de

estudo restinga polinicos tipos polinicos
PNRJ 14860 ha 13 0,0787
Caruara 4000 ha 8 0,0392
PN 4800 ha 12 0,0894
PEPCV 1500 ha 4 0,0354
PEI 3150 ha 3 0,0094

As curvas de rarefagdo, para avaliar a suficiéncia amostral e comparar a
riqueza de tipos polinicos entre as areas (Figura 1.6), apresentaram tendéncia a
estabilizacdo para quatros das cinco areas amostradas (Caruara, PN, PEPCV e
PEI), indicando que possivelmente a maior parte dos tipos polinicos utilizados
por Epicharis nigrita foram registrados nessas areas durante o periodo de
estudo. No PNRJ, por sua vez, a curva mostrou insuficiéncia amostral, indicando
gue seria necessaria maior amostragem de individuos nesta area. Este fato
possivelmente esta relacionado a maior area de restinga, correspondendo a
mais de trés vezes o tamanho das demais areas estudadas. A riqueza da flora
do PNRJ ¢ alta, o que provavelmente explica a insuficiéncia amostral alcancada

nas andlises para esta area.
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Figura 1.5 - Curva de rarefacdo, com desvio padréo, representando a riqueza dos tipos
polinicos nas cinco areas estudadas. Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba
(PNRJ), Reserva Particular do Patrimonio Natural Fazenda Caruara (RPPN Caruara),
Restinga de Praia das Neves (RPN), Parque Estadual Paulo César Vinha (PEPCV) e
Parque Estadual de Itainas (PEI).

Na comparacdo da composicdo dos tipos polinicos encontrados nas
escopas das abelhas amostradas nos remanescentes de restinga, observou-se
a formacao de grupos quanto a similaridade dos tipos polinicos. As amostras das
abelhas capturadas no PNR Jurubatiba apresentaram-se mais similares as
amostras da RPPN Caruara, enquanto que Praia das Neves assemelhou-se com
PEPCV. O Parque Estadual de Itatnas foi a area com a menor similaridade com
relacao as demais (Figura 1.7).

A rede de interacdes construida com base nas amostras analisadas em
cada éarea apresentou resultado semelhante (Figura 1.8), que pode ser
interpretado como complementar ao dendrograma de similaridade, confirmando

seus resultados.
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Figura 1.6 - Dendrograma de similaridade (indice de Bray Curtis) entre as cinco areas
estudadas, com relacéo as fontes polinicas nas escopas de fémeas de Epicharis nigrita.
Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), Reserva Particular do Patrimbnio
Natural Fazenda Caruara (RPPN Caruara), Restinga de Praia das Neves (RPN), Parque
Estadual Paulo César Vinha (PEPCV) e Parque Estadual de Itatnas (PEI).
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Figura 1.7 - Rede qualitativa de interacbes dos cinco remanescentes de restinga
estudados. Os tipos politicos estdo representados por T1 a T26 com as identificacdes
indicadas na tabela 1. Parque Nacional da Restinga de Jurubatiba (PNRJ), Reserva
Particular do Patrimbnio Natural Fazenda Caruara (RPPN Caruara), Restinga de Praia
das Neves (RPN), Parque Estadual Paulo César Vinha (PEPCV) e Parque Estadual de
Itatnas (PEI).
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Com base nos dados obtidos, foram identificados dois agrupamentos
entre os remanescentes de restingas estudados, em relagdo a similaridade dos
tipos polinicos encontrados nessas areas e a interacéo entre os individuos de
abelhas e os polens. A maior similaridade entre remanescentes pode ser
explicada por fatores como a proximidade entre os fragmentos de restinga, ja
gue os grupos mais similares foram formados por fragmentos localizados ao
norte do estado do Rio de Janeiro (PNRJ e Caruara) e ao sul do Espirito Santo
(PN e PEPCV). Por outro lado, o maior isolamento entre os fragmentos indicou
uma menor similaridade no uso de recursos, como € o caso do Parque Estadual
de Itatinas, que € o fragmento mais isolado, localizado ao norte do Espirito Santo
e apresentou uma similaridade baixa com os outros quatro fragmentos.

Outros fatores importantes que podem refletir na variacdo da composicéo
e rigueza de tipos polinicos entre areas distintas mesmo com formacfes
vegetacionais semelhantes sao as diferencas na composicéo floristica local e,
consequentemente, a disponibilidade de recursos. Como mostrado por alguns
autores, as restingas ao longo da costa do Brasil apresentam diferencas
marcantes em sua fisionomia, estrutura e composicao floristica (Rocha &
Bergallo, 1997; Araujo, 2000; Rocha et al., 2003). Desse modo, cada fragmento
de restinga representa um habitat com caracteristicas particulares.

Um estudo sobre estrutura e padrdo floristico realizado em regides
costeiras do Espirito Santo, no sudeste do Brasil, indicou a formacdo de dois
grupos constituidos por restingas, um grupo compreendendo restingas no norte
do Espirito Santo (Conceicdo da Barra e Itatnas) e outro composto de restingas
no sul e partes do norte do estado (Interlagos e Parque Estadual Paulo César
Vinha) (Giaretta et al., 2013). Este estudo indica que a distancia dos fragmentos
pode influenciar nas diferencas de composicéo floristicas, este fato esta de
acordo com os resultados obtidos neste trabalho, sugerindo que Epicharis nigrita
estaria substituindo as fontes de recursos ao longo do litoral dos estados do Rio
de Janeiro e Espirito Santo.

Além dessas variaveis, outra caracteristica a ser levada em consideragéo
€ 0 estado de conservacao das areas. De uma maneira geral, as restingas da
costa brasileira apresentam fatores semelhantes que vem diminuindo
constantemente sua cobertura vegetal (Rocha & Bergallo, 1997). Rocha et al.

(2003) estimaram o nivel de degradacgéo de dez restingas, incluindo, entre estas,
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quatro amostradas neste trabalho (PNRJ, Caruara, PN e PEPCV). O nivel de
degradacdo foi estipulado a partir das principais atividades antropicas que
causam degradacao nesses habitats. Os resultados daquele trabalho indicaram
a restinga da Caruara como a mais degradada no periodo de avaliacédo, seguida
de PEPCV, PN e PNRJ. Esses dados relacionam-se com os dados de riqueza e
diversidade obtidos no presente estudo, sugerindo que o nivel de degradacdo
das areas pode ter influéncia na disponibilidade de recursos utilizados pelas
abelhas. Espera-se entdo que melhorias nas condicbes ambientais das areas,
através de programas de restauracdo da vegetacdo, como tem acontecido na
RPPN Caruara, resultem em ampliacdo das fontes de recursos florais disponivel
para as abelhas, em médio e em longo prazo.

26



CAPITULO 2 - Diversidade genética de Epicharis nigrita (Friese, 1900) em
areas de restinga

2.1- INTRODUCAO

A fragmentacdo e consequentemente a perda de habitat € uma das
potenciais causas que podem levar a diminuigéo da variabilidade genética e do
fluxo génico entre populagbes de abelhas polinizadoras, podendo levar ao
declinio populacional (Zayed, 2009 e Potts et al., 2010). Além disto, ao se
considerar os sistemas haplodiploide e de determinacdo sexual de abelhas
(Zayed, 2009) e outros himendpteros (Cook & Crozier,1995), como possiveis
determinantes na reducdo do tamanho efetivo das populacdes destes insetos
(Zayed, 2009), uma maior atencdo deve ser dada ao conhecimento da
diversidade genética e estrutura de populagcbes nativas de abelhas.

No que tange as espécies de Centridini h4 uma notavel lacuna na literatura
sobre a diversidade e estrutura genética das populacdes deste grupo de
abelhas. Dois estudos realizados com espécies de Centris, um dos dois
géneros que compdem a tribo Centridini, basearam as analises em marcadores
mitocondriais (Moure-Oliveira, 2013; Luna-Lucena et al., 2017). Ambos 0s
estudos revelaram elevada diversidade genética nas populacdes estudadas.

O DNA mitocondrial (DNAmMt) possui caracteristicas Unicas que o tem
tornado umas das ferramentas mais utilizadas em estudos populacionais e
evolutivos de diversos organismos (Moritz et al., 1987; Avise, 1994). Algumas
destas caracteristicas do DNAmt sdo: genoma pequeno e circular (a maioria);
heranca materna com auséncia de recombinacdo; poucas sequéncias
repetidas, pseudogenes ou introns; taxa evolutiva alta (quando comparado ao
genoma nuclear) e conteddo dos genes bastante conservado, ou seja,
apresentam sequéncias muito semelhantes.

O uso de marcadores mitocondriais para inferéncias genéticas permite
estimar o numero de linhagens maternas relacionadas a origem das
populacdes residentes em diferentes localidades. Pois, ao contrario do DNA
nuclear, de heranca biparental, o DNA mitocondrial apresenta heranca
uniparental de origem materna (Arias et al., 2003). E possivel também, com tais
marcadores, obter, mesmo com base exclusivamente em genomas de machos,
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como € comum em estudos com abelhas da subtribo Euglossina, informacdes
sobre a possivel filopatria das fémeas (Lopez-Uribe et al., 2014).

Para Epicharis nigrita ainda ndo ha trabalhos que abordam a diversidade
genética de suas populacdes ao longo de um gradiente latitudinal, os dados
deste trabalho serdo importantes para avaliar a estruturacdo genética dessas
populacdes e possivelmente indicar aquelas que estdo mais sujeitas a acoes
antropicas, sofrendo perda de diversidade genética.

2.2- OBJETIVO

Avaliar a diversidade genética e estrutura populacional da espécie
Epicharis nigrita em areas de restinga ao longo do litoral dos estados do Rio de

Janeiro e Espirito Santo.

2.3- METODOLOGIA

2.3.1- Area de estudo

O estudo foi realizado com amostras dos cinco remanescentes de restinga
descritos no capitulo 1, para 0os quais o n amostral estava adequado as andlises

genéticas de populacao.

2.3.2- Obtencédo de amostras para analises genéticas

No total foram analisados 108 individuos da espécie Epicharis nigrita,
sendo 19 do Pargue Nascional da Restinga de Jurubatiba, 43 da RPPN Caruara,
28 da Praia dos Neves, 12 de Paulo César Vinha e seis de Itaunas. Dentre os
individuos coletados, 12 eram machos (11 de Praia dos Neves e um de Paulo
César Vinha) e 96 fémeas. As abelhas foram armazenadas individualmente em
alcool etilico absoluto e mantidas sob refrigeracdo para a extracdo do DNA.
Inicialmente, as abelhas passaram por um processo de retirada de

contaminantes e para isso os individuos foram lavados com alcool 70%. Em
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seguida, foi retira a musculatura do torax dos individuos coletados e

armazenados em microtubos de 1,5 em duplicatas.

2.3.3- Extracdo de DNA

Para a extragdo de DNA, aproximadamente 35 mg de tecido foram
colocados em placas de 96 pocos com 200 pL de tampéao de extracdo. Em cada
poco foi adicionado 200 puL de tampdo de extracdo que continha 0,5 g de
chelex100 (BIO-RAD) e 5 ml de agua ultrapura 13 (MilliQ) para completar o
volume. A musculatura foi dilacerada com o auxilio de tesouras esterilizadas e
apos a dilaceracdo foi adicionada 3 pL de proteinase K (Invitrogem),
homogeinizado e levadas ao termociclador onde foram mantidas a 55 °C por 60
minutos e aquecidas a 90 °C por 5 minutos. ApGs a extracdo, o material foi
centrifugado por 1 min em 3000 rpm e retirado o sobrenadante para
quantificacdo do DNA no NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometers (Thermo
Scientific™). Apos a quatificacdo o DNA das diferentes amostras foi diluido a 5

ng para o processo de amplificacao.

2.3.4- Amplificacdo e sequénciamento do DNA

A amplificacdo do sequéncias parciais dos genes mitocondriais Citocromo
B (CytB) e da subunidade maior do RNA ribossémico (16S) foram amplificadas por
meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando o programa:
desnaturacao inicial de 4 min a 94 °C; 40 ciclos de 94 °C por 30 s, 52 °C por 30
s e 72 °C por 2 min, com extensdo final de 2 min a 72 °C em termociclador MJ
Research PTC-100. Cada reagéo foi realizada em volume final de 15 pL com 1x
de PCR Master Mix (Promega), 0,25 pL dos primers na 20 pm e
aproximadamente 5 ng DNA e agua para completar o volume. Os produtos de
PCR foram aplicados em gel de agarose a 1%, corado com SYBR® Safe DNA
Gel Stain (Life 29 Technologies - na proporcéo de 2 pL para cada 100 ml de gel
de agarose) e submetidos a eletroforese. A visualizacdo dos fragmentos

amplificados foi realizada no transiluminador ultra-violeta (UV).
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Apo6s a amplificacdo das regides de interesse, 1 pL do produto de PCR foi
purificado, com o kit de purificacdo de PCR ExoSAP-IT GE Helthcare
BioSciences Ltda, segundo o protocolo estabelecido pelo fabricante. Para as
reagdes de sequénciamento foi utilizado o Kit comercial “Big DyeTM Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction” (Applied Biosystems), obedecendo
recomendacdes do fabricante. As reacdes de sequenciamento foram realizadas
independentemente para ambas as fitas utilizando o kit Big Dye Terminator v 3.1
(Applied Biosystems). Em seguida os produtos das reacGes foram precipitados
com alcool e EDTA e ressuspendidos em 10 puL de Formamida Hi-Di (Applied
Biosystems) com a leitura subsequente em um sequenciador automético ABI Prism
3500 XL (Applied Biosystems).

Tabela 2.1- Primers utilizados por PCR de genes mitocondriais

Primers Referéncias
CviB F: 5’- TTATCAATAAATTATTGTCC -3’ LAGEA*
¥ R: 5’- ATTACACCTCCTAATTTATTAGGAAT -3’ Arias et al. (2008)
16S| F: 5 - TTTTGTACCTTTTGTATCAAGGGTTG — 3’ Hall & Smith (1991)
R: 5’- CTATAGGGTCTTATCGTCCC - 3’ Hall & Smith (1991)
165l F: 5’ - CACCTGTTTATCAAAAACATG - 3’ Hall & Smith (1991)
R: 5’- CGTCGATTTGAACTAAAATCATG - 3’ Hall & Smith (1991)

* Primer desenvolvido no Laboratério de Genética e Ecologia Animal - UEL

A regido do CytB demonstrou excelente qualidade da amplificacdo do
fragmento e da leitura dos eletrotroferogramas (Apéndice ), ndo apresentando
sobreposicédo de bases (pico duplo). Entretanto, em 46 sequéncias com 429 pares
de bases (pb), esta regido ndo apresentou variacao intra e/ou interpopulacional,
nao fornecendo, dessa forma, nenhuma informacéo relevante para analisar a

estrutura genética de populacées de E. nigrita.

Inicialmente, o 16SI foi testado em 16 individuos de diferentes populacoes.
O fragmento amplificado possuia cerca de 740 pb, entretanto, com elevado grau
de picos sobrepostos (Apéndice Il), que inviabilizaram a interpretacdo dos

resultados. De modo diverso, as sequéncias oriundas das amplificagcbes com o
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primer 16SII mostraram uma étima qualidade e foram usadas nas analises. Assim,
a partir da amplificacéo e sequenciamento de um fragmento de DNA mitocondrial
foram obtidos 499 pb pertencentes a regido 16S, em 86 individuos de E. nigrita,
sendo 18 de Jurubatiba (PNRJ), 26 de Caruara (CAR), 25 do Praia dos Neves (PN),
11 de Paulo César Vinha (PEPCV) e seis de Itaunas (PEI). A leitura do
electroferograma se mostrou de facil leitura e interpretacéo, devido a boa qualidade
das sequéncias analisadas.

2.3.5- Analises dos dados

As sequéncias obtidas de ambas as fitas, forward e reverse, foram editadas
através do programa Bioedit (Hall, 1999), alinhadas utilizando o aplicativo
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994), combinadas para formacdo de um consenso
e analisadas no programa MEGA 6.0 (Tamura et al., 2013). O software BLAST
(Altschul et al., 1990) foi utilizado para identificar similaridades entre as sequéncias
obtidas e as disponiveis no GenBank (http//www.ncbi.nlm.nih.gov/). O programa
DnaSP v.5 (Librado & Rozas 2009) foi empregado para estimar o numero de
haplétipos, diversidade haplotipica (h) e diversidade nucleotidica (), sitios
polimérficos. Além de gerar os arquivos de entrada (input files) para os
programas ARLEQUIN versao 3.1 (Excoffier et al., 2005) e NETWORK v.4.6.1.1
(Fluxus Technology Ltd - http://www.fluxus-engineering.com). O programa
NETWORK foi usado para construir a rede de haplétipos a partir do algoritmo
median-joining (Bandelt et al. 1999). A andlise de variancia molecular (AMOVA)
foi realizada utilizando o softwere ARLEQUIN, versdo 3.5.1.3 (Excoffier &
Lischer, 2010. Esta analise gera estimativas da variancia genética (®st) entre 0s
pares de populacdes, o qual pode ser usado como uma estimativa da distancia
genética entre estas. Para realizar esta estimativa foi assumido um valor de

significancia de 5% (p<0,05).

2.4- RESULTADOS
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A ferramenta BLAST constatou que o fragmento amplificado correspondia
a regiao 16S, com similaridade superior a 82% com varias espécies de Bombus e

Eulaema (Figura 2.1).

Sequences producing signiicant alignments

Figura 2.1 - Resultado do BLAST demonstrando sequéncias similares.

Contudo, a analise desta sequéncia, em 86 individuos de E. nigrita, revelou
apenas quatro haplétipos em trés sitios), sendo um hapl6tipo Unico (singleton). Dos
haplétipos encontrados, o haplétipo H1 foi o0 mais comum, sendo apresentado por
73 individuos, compatrtilhado com todas as populacdes (Figura. 2.2; Tabela. 2.2).
A populacdo de Caruara apresentou 0 maior numero de haplétipos (3), enquanto

de Itaunas apenas um (Figura 2.2).

Tabela 2.2 - Sitios polimérficos em parte do gene 16S em 86 individuos de E. nigrita.

Haplétipos Sitios Polimérficos (posi¢cdo pb)  Incidéncia

107 247 408
H1 A A T 73
H2 A G T 4
H3 G A T 8
H4 A A G 1
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101 0 Cuaruara
@ Jurubatiba

@ Praia dos Neves

3 7 Paulo César Yinha

0 Tadnas

Figura 2.2 - Rede de haplétipos obsrvados em E. nigrita. O tamanho dos circulos refere-
se a frequéncia de cada hapl6tipo. Nimero entre os hapl6tipos indicam apenas um passo
mutacional e a posi¢do da mutacao.

Na andlise de diversidade genética por populacdo, a diversidades
haplotipica (h) variou de 0.000 (PEI) a 0.545 (PEPCYV), enquanto que a diversidade
nucleotidica (1) variou de 0,000 (PEI) a 0,00073. Os valores globais de h e T
encontrados foram 0,272 e 0,00057, respectivamente (Tabela 2.3).
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Tabela 2.3 - NUumero de individuos analisados (N), nimero de haplétipos (NH), diversidade
haplotipica (h) e nucleotidica (rr) de cinco populacGes de E. nigrita nas cinco areas
estudadas.

POPULACOES
PNRJ CARUARA PN PEPCV PEI
(N) 18 26 25 11 6
(NH) 2 3 2 2 1
(h) 0,366 0,151 0,080 0,545 0,000
(rr) 0,00073 0,00031 0,00016 0,00065 0,00000
h global: 0,272 nt global: 0,00057

A partir da analise da AMOVA, observou-se que a maioria da variagao
molecular ocorre dentro de populacdes (70,75%) e uma porcentagem menor entre
as amostras (29,25%). O valor global do @st encontrado foi de 0,292 (Tabela 2.4).

Na comparacédo entre os pares de populacdes, os valores de @stde cinco
combinagdes (PNRJ x PN, PNRJ x PEPCV, CARUARA x PEPCV, PN x PEPCV
e PEPCV x PEI) foram significativos, com valores variando de 0,017 a 0,052,
indicando uma importante diferenciacdo genética encontrada entre as abelhas

de PEPCV e as demais areas estudadas (Tabela 2.5).

Tabela 2.4 - Analise da Variancia Molecular (AMOVA) e variancia de frequéncia genética
(®st) mostrando a porcentagem de variacdo entre e dentro de populacdes. * Valores
significativos (P<0,05)

mtDNA
Fonte de Graus de Soma dos Componentes Porcentagem
e~ . Y Y ST
variacao Liberdade guadrados de variagao de variagao
E
ntre 4 3,337 0,044 29,25% 0,292*
populagoes
Dentro de 81 8,721 0,107 70,75%
populagdes
Total 85 12,058 0,152
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Tabela 2.5 - Diferenciagdo genética par a par entre cinco populagfes de E. nigrita.
Valores de @sr obtidos, por meio da AMOVA, nas cinco &reas estudadas. *Valors
significativos (P<0,05)

Entre populagées Dsr
PNRJ x CAR 0,14
PNRJ x PN 0,17*
PNRIJ x PEPCV 0,42%*
PNRIJ x PEI 0,05
CAR x PN -0,02
CAR x PEPCV 0,47*
CAR X PEI -0,08
PN X PEPCV 0,52*
PN X PEI -0,08
PEPCV X PEI 0,40*

2.5- DISCUSSAO

Os resultados obtidos sugerem estruturacdo das populacbes nas areas
avaliadas. De um modo geral, tanto o valor global de ®st (= 0,292) quanto os
valores obtidos para cinco pares de amostras de E. nigrita aqui analisados para
um segmento de 499 pb do gene 16S, indicaram uma importante estrutura
populacional para a espécie estudada. Embora, os resultados do presente
estudo devam ser analisados com cautela, e analises adicionais se facam
necessarias em razdo do reduzido tamanho do segmento de DNAmt analisado
e a baixa variacdo deste segmento, 0s resultados deste estudo apontam,
inicialmente, para uma diferenciagcdo genética variando de moderada a alta,
conforme escala de Wright (1978).

Os resultados sugerem que as populagdes ao longo do litoral do RJ e ES
estdo restritas as suas areas, apesar de potencialmente possuirem alta
capacidade de vbo, pelo grande porte corporal, e utilizarem habitats
relativamente abertos, como as areas arbustivas de restinga que estao dispersas
ao longo do litoral. Estas &areas vém sofrendo acentuada degradacdo e
fragmentacdo, o que possivelmente afeta as populacdes de E. nigrita, pela
destruicdo de ninhos no solo e diminui¢cao dos recursos disponiveis. Além disso,

deve-se considerar que o comportamento de construir grande agregacoes

35



(Gaglianone, 2005) e o comportamento filopatrico, como observado para outras
espécies de Epicharis (Rocha-Filho et aL, 2008; Gaglianone et al., 2015), levaria
a utilizacdo das mesmas areas de nidificacdo ao longo dos anos, por geracdes
seguidas, favorecendoa estruturacao genética entre as populacdes. Neste caso,
0 comportamento de escavar seus ninhos préximo ao ninho materno seria um
fator limitador do fluxo génico entre populacdes, mesmo que proximas
geograficamente.

Com base em estudos realizados com outros grupos de abelhas, como
abelhas das orquideas (Cerantola et al.,, 2011; Lopez-Uribe et al., 2014), é
possivel que o macho de Epicharis nigrita seja o sexo dispersor e que fémeas
teriam um comportamento filopatrico. No presente estudo, apenas 12 (ou 13,9%)
dos 86 individuos analisados eram machos e, portanto, os restulados obtidos
sédo baseados em andlises feitas sobretudo em amostras de fémeas. Portanto,
nao se deve descartar que o elevado grau de diferenciacdo genética encontrado
seja devido a andlise de fémeas, mais associadas as areas de nidificacéo.

Apesar das limitac6es dadas pelas diferencas nos numeros de individuos
analisados entre as diferentes éareas, e dos poucos sitios polimorficos
encontrados, ao se interpretar o mapa de haplétipos, chama a atencao o fato de
que dentre os cinco pares de amostras que mostraram uma diferenciacao
genética alta, quatro destes envolveram a amostra PEPCV, do Espirito Santo.
Tal diferenciacdo pode ser explicada pelo fato desta amostra apresentar
predominantemente o haplétipo 3 (H3), dentre seus 11 individuos analisados, e
apenas alguns individuos com haplétipo H1, o qual foi 0 mais frequente para as
demais amostras. O baixo nimero de passos mutacionais entre 0s quatro
haplétipos encontrados atesta para a estreita relacdo genética entre estes.

Ao se comparar os resultados do presente estudo com os obtidos para
espécies de Centris por Moure-Oliveira (2013), quanto ao tamanho do fragmento
amplificado, para o0 mesmo par de primers (16Sll), os niveis de diversidade
genética observados naquele estudo foram superiores ao deste estudo. No
presente trabalho, em parte, muito provavelmente, a baixa diversidade genética
encontrada para as cinco amostras de E. nigrita, deve-se ao tamanho reduzido
do segmento do gene 16S analisado. Em razao disto, para uma avaliagdo mais
acurada da diversidade genética das populacbes desta espécie, como ja

salientado acima, novas analises serdo necessarias. A literatura mostra que uma
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combinacdo maior de haplotipos pode ser obtida a partir de sequéncias
concatenadas de varios genes mitocondriais (Frantine-Silva et al., 2017; Luna-
Lucerna et al., 2017).

Gargalos genéticos, que por sua vez, ocorrem a partir de uma reducao no
tamanho da populacéo, causado, por exemplo, pela perda de habitat, € uma
outra causa a se considerar (Frankham et al., 2008). Os sobreviventes iniciam
uma nova populacdo, na maioria das vezes, na mesma &rea ocupada pela
populacao original, o que leva a reducédo da diversidade genética da populacao.
A baixa heterozigosidade encontrada em alguns estudos com abelhas e outros
Hymenoptera vem sendo explicada por este fenbmeno, como € o caso de
trabalhos desenvolvidos com outras abelhas (por exemplo Bombus ignatus,
Shao et al. 2004) e com formigas Diacamma indicum, Viginier et al. 2004) e

Formica cinerea , Goropashnaya et al. 2001).

Em relagdo a significativa diferenciacdo genética encontrada entre as
abelhas de PEPCV e as demais areas, € possivel que as condicbes ambientais,
como pequeno tamanho do fragmento e proximidade a regido urbana ou
fragmentacao de habitat , possam estar influenciando neste resultado. Futuras
analises devem considerar caracteristicas da paisagem para entender quais 0s
fatores associados a diferenciacdo genética e, assim, buscar medidas para a

conservacao, em médio e longo prazo, das espécies de abelhas na restinga.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste trabalho sugerem que devido a interacdes de
Epicharis nigrita com carateristicas particulares do meio em que vive, como por
exemplo, o uso de solo arenoso, caracteristico do habitat de restinga e o uso de
recursos (Oleo e podlen) proveniente principalmente de flores de Byrsonima
sericea, como mostrado neste estudo, essa espécie de abelha estaria mais
vuneravel a alteracdes do ambiente em consequéncia da fragmentacéo e, dessa
forma, necessitaria de uma maior atencdo quanto a conservacdo de suas
populacdes. Diante disso, seria interessante um estudo mais aprofundado que
utilize o p6len proveniente ndo somente da escopa dessas abelhas, mas também
de conteudo dos ninhos em diferentes condi¢cdes para avaliar possiveis fontes
alternativas, principalmente em relacéo ao pélen utilizado como alimento de sua
prole. O conhecimento das espécies de plantas utilizadas como fonte de
recursos para futuros polinizadores sera importante para a conservagao desses
insetos e consequentemente de seus habitats.

O resultados também sugerem que possivelmente as abelhas estariam
substituindo as espécies de plantas fornecedoras de recursos florais ao longo do
litoral do Rio de Janeiro e Espirito Santo, indicando que caracteristicas
ambientais, tais como: o isolamento dos fragmentos, composicao floristica e grau
de degradacédo influencia a disponibilidade de recurso para essas abelhas,
podendo levar ao isolamento das populacbes e consequentemente a alta

diferenciacdo genética.
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APENDICES

Apéndice I- Tipos polinicos amostrados das fémeas de Epicharis nigrita no litoral dos
estados do Rio de Janeiro (RJ) e Espirito Santo (ES), Brasil.
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Apéndice Il - Eletroferograma da regido CytB em Epicharis nigrita.
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