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RESUMO

A tribo Euglossini constitui um grupo de abelhas neotropicais, conhecidas popularmente como
“abelhas das orquideas”, que retne cerca de 250 espécies. Os machos apresentam modificacGes
morfoldgicas associadas a coleta de substancias quimicas, que sdo armazenadas no terceiro par de
pernas. Tais substancias sdo usadas para compor buqués de perfumes, os quais sdo utilizados no
acasalamento. Apesar da alta capacidade de voo, areas desmatadas podem atuar como barreiras para
algumas espécies desse grupo. Entretanto, pouco se sabe sobre possiveis efeitos dessa limitagdo ao
deslocamento sobre a coleta de fragrancias. Assim, o objetivo primario do estudo é analisar o
conjunto de fragrancias presentes nas tibias posteriores de machos de algumas espécies Euglossini,
amostradas em ambientes com diferentes graus de perturbacdo antropica (areas urbanas, fragmentos
florestais e mata primaria bem preservada), na regido norte do Parana. Os machos serdo atraidos
com iscas odoriferas, coletados, e as substancias das tibias posteriores serdo analisadas com um
sistema de cromatografia em fase gasosa acoplado a espectrometria de massa (GC-MS). Também,
serdo feitas medidas de desgaste alar e tamanho do corpo, como indicativos de idade e
condicionamento fisico. Espera-se obter o perfil quimico dos buqués dos machos amostrados e
informacdes a respeito das condicdes fisicas destes, podendo estabelecer correlagdes entre os
buqués e o estado dos fragmentos florestais e, adicionalmente, os aspectos fisicos. Tais resultados
contribuirdo para a ampliacdo do conhecimento a respeito deste grupo importante de abelhas e dos

efeitos da fragmentacao de habitats no comportamento destas.

Palavras-chave: fragrancias; iscas-odoriferas; cromatografia gasosa; fragmentacdo da Mata

Atlantica; floresta tropical

Inserido ao protocolo 21.004.825-1 por: Silvia Helena Sofia em: 05/09/2023 17:54. A autenticidade deste documento pode ser validada no enderego:
https://www.eprotocolo.pr.gov.br/spiweb/validarDocumento com o cédigo: 261141127c87ee3720923cel9cc5aca4.




INTRODUCAO

A tribo Euglossini compreende o grupo de abelhas conhecidas popularmente como “abelhas
das orquideas”, devido ao comportamento caracteristico de coleta de fragrancias em diferentes
fontes, principalmente em flores, das quais se destacam as orquideas (DRESSLER, 1982). Este
grupo pertence a familia Apidae (DRESSLER, 1982; CAMERON, 2004) e inclui cerca de 250
espécies (MOURE & MELO, 2022), distribuidas em cinco géneros distintos: Eufriesea, Euglossa,
Eulaema, Exaerete e Aglae (CAMERON, 2004; ROUBIK & HANSON, 2004).

As abelhas Euglossini tém distribuicdo geografica praticamente restrita a Regido
Neotropical (ROUBIK & HANSON, 2004), com algumas poucas espécies podendo estar presentes
na regido sul dos Estados Unidos (SILVEIRA, MELO & ALMEIDA, 2002). No Brasil, essas
abelhas se fazem presentes ao longo de todo o territdrio, incluindo, assim, todos os biomas
(SILVEIRA, MELO & ALMEIDA, 2002). Estes insetos possuem, como principais caracteristicas
morfoldgicas, integumento com coloracdo metéalica, lingua bastante longa, alta capacidade de voo e
pernas modificadas nos machos (JANZEN, 1971; DRESSLER, 1982; MICHENER, 2007).

As abelhas Euglossini, por sua forte relacdo com as orquideas, possuem alta relevancia na
polinizacdo das espécies deste grupo, sendo, muitas vezes, seus unicos polinizadores (DRESSLER,
1968; DODSON et al., 1969; RAMIREZ, 2009). Também, principalmente devido & alta capacidade
de voo, sdo muito importantes na polinizacdo de diversas espécies de angiospermas, incluindo
espécies de distribuicdo mais esparsa (DRESSLER, 1968; ACKERMAN, 1983; ROUBIK &
HANSON, 2004; MITKO et al., 2016). Assim, é ressaltado o papel fundamental destes
polinizadores na preservacdo e manutencao das florestas da Mata Atlantica.

Os machos Euglossini possuem as tibias posteriores morfologicamente expandidas,
contendo uma fenda, que da acesso a um tecido esponjoso (“glandular”), no qual armazenam
substancias quimicas extraidas de diferentes fontes (DRESSLER, 1982; CAMERON, 2004). O
conjunto destas substancias compde o chamado “buqué de fragrancias”. Até recentemente, faltavam

observacOes e estudos que permitissem comprovar, definitivamente, o papel exato de tais
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fragrancias (POKORNY et al., 2017). Contudo, um estudo publicado recentemente demonstrou

que os perfumes adquiridos por machos da espécie Euglossa dilema Bembe & Eltz, 2011
estimularam as fémeas para o acasalamento, sugerindo que a selecdo sexual € a chave moldando a
evolucdo da comunicacdo por perfumes nas abelhas das orquideas (HENSKE et al., 2023).

Diante disso, buqués de perfumes poderiam ser indicadores de aptid@o e, consequentemente,
ligados a selecdo para o acasalamento. Caracteres morfoldgicos também podem indicar isso. O
desgaste alar, que demonstra capacidade ou tempo investido em voo e idade (REBELO &
GAROFALO, 1991; MUELLER & WOLF-MUELLER, 1993), ja foi associado a habilidade de
sobrevivéncia e relacionado positivamente com complexidade e volume dos buqués de fragrancias
(ELTZ et al., 1999; ELTZ et al., 2015). O tamanho do corpo, em diferentes grupos de abelhas,
também pode ser um indicador de desempenho (ALCOCK, 1996).

H& evidéncias de que os machos Euglossini sejam capazes de habitar areas urbanas ou
perturbadas (NEMESIO, 2007; LOPEZ-URIBE et al., 2008; FERRONATO et al., 2017) e de voar
por quilébmetros entre fragmentos florestais, transpondo matrizes (RAW, 1989; TONHASCA et al.,
2003; POKORNY et al., 2015). Por outro lado, para algumas espécies, ha indicios de sensibilidade
ao desmatamento (POWELL & POWELL, 1987; SOFIA & SUZUKI, 2004; GIANGARELLI et al.
2009) e dependéncia de ambientes florestais (NEMESIO, 2010, 2011; NEMESIO et al., 2016).
Assim, areas desmatadas podem atuar como barreiras e restringir a dispersdo de algumas espécies
(POWELL & POWELL, 1987; MILET-PINHEIRO & SCHLINDWEIN, 2005; ROSA et al., 2015).
Como diversas espécies vegetais dependem destas abelhas para a sua polinizagdo, o declinio e/ou
limitacdo de dispersdo destas pode afetar negativamente a reproducdo de tais espécies de plantas
(DRESSLER, 1982; POWELL & POWELL, 1987).

Atualmente, a Mata Atlantica encontra-se altamente fragmentada, restando apenas cerca de
12,4% de sua cobertura vegetal bem preservada (SOS MATA ATLANTICA & INPE, 2019). Além
disso, a maior parte dos fragmentos existentes sao pequenos (RIBEIRO et al., 2009). No norte do

Parand, a reducdo da Mata Atlantica se deu de forma muito rapida e intensa, principalmente devido
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a expansdo agricola e urbana (TOREZAN, 2002), sendo que o estado ainda tem um dos
maiores indices de desmatamento (SOS MATA ATLANTICA, [s.d.]). Neste bioma, ocorrem cerca
de 50 espécies de Euglossini, metade destas endémicas (NEMESIO, 2009).

Diante das informacbes e do cenario de fragmentacdo da Mata Atlantica, estudos que
foguem na relacdo entre os efeitos da fragmentacdo e o comportamento de coleta de fragrancias
pelos machos Euglossini sdo de grande relevancia e ainda escassos. Deste modo, o presente estudo
se propde a investigar, na regido norte do Parana, se machos de espécies de Euglossini, coletados
em ambientes mais e menos perturbados, apresentam buqués de fragrancias distintos, relacionando

isso com a condicdo ambiental dos fragmentos e, também, com aspectos morfoldgicos individuais.

OBJETIVOS
Geral
Este estudo tem como objetivo geral analisar e comparar 0 conjunto de compostos quimicos
presentes nos buqués de fragrancias de machos Euglossini de duas espécies (provavelmente,
Eufriesea violacea (Blanchard, 1840) e Euglossa pleosticta Dressler, 1982), amostrados em
ambientes com diferentes graus de perturbacdo antropica, a fim de verificar a possivel variacdo
desses conjuntos, conforme a condicdo do ambiente.
Especificos
1) Analisar a composicdo quimica dos buqués dos machos de duas espécies de
Euglossini presentes em diferentes remanescentes florestais e areas urbanas;
i) Comparar, de forma intraespecifica, 0s conjuntos de compostos quimicos de machos
pertencentes a diferentes &reas, com diferentes graus de perturbacao;
1) Awvaliar a similaridade entre 0s conjuntos quimicos das espécies amostradas;
IV)  Testar a possivel correlacdo entre caracteres fisicos (desgaste alar e tamanho
corporal) e buqués de fragrancias (volume e complexidade) dos machos.

Hipdteses
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)] Na mesma espécie, machos coletados em ambientes mais preservados
apresentardo um conjunto mais complexo de substancias quimicas armazenadas do
gue machos de ambientes urbanos e reservas florestais em propriedades particulares.

I1)  Machos de espécies diferentes apresentardo composicdes distintas nos seus buqués.

II) Havera variacdo proporcional entre desgaste alar, tamanho corporal e

volume/complexidade dos buqués de fragrancias, dentro de cada espécie.

MATERIAIS E METODOS
Areas de estudo

Este projeto serd realizado prioritariamente em areas inseridas no projeto de Pesquisa
Ecoldgica de Longa Duracdo — Mata Atlantica no norte do Parand (PELD-MANP), que avalia
fragmentos de Floresta Estacional Semidecidual e sitios de reflorestamento, no norte do Parana. As
amostragens ocorrerdo em seis fragmentos remanescentes de Floresta Estacional Semidecidual
(TOREZAN, 2002). Destes, trés serdo remanescentes localizados em areas rurais e trés em
perimetro urbano. As areas urbanas serdo: um fundo de vale (provavelmente margem do Corrego
Agua Fresca, afluente do Ribeirdo Cambé, regido central de Londrina, PR (BARROS, 2010)), o
Parque Municipal Arthur Thomas (23°15° - 23°30°S, 51°15° - 51°00°0), ultimo remanescente
florestal de grande porte na area urbana da cidade, com &rea total de 85,47 ha, regido sul de
Londrina, PR (PREFEITURA DE LONDRINA, 2022) e mais uma area a ser definida.

Dos remanescentes florestais em areas rurais, um serd o Parque Estadual Mata dos Godoy
(23°27°S, 51°15°0), remanescente florestal mais bem preservado no norte do Parana, com cerca de
680 ha de floresta dentro do Parque, em conexdo com area de 1600 ha no entorno, totalizando cerca
de 2280 ha (IAT-PR; SOFIA, SANTOS & DA SILVA, 2004; SOFIA & SUZUKI, 2004). Outros
dois remanescentes menores, reservas legais em areas privadas, irdo constituir as demais areas,

sendo que estas ainda seréo definidas. As principais possibilidades sdo: Fazenda Bule (23°24°19”’S,
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51° 19’ 3170), Fazenda Congonhas (22°59'52"S, 50°56'30"0O) ou RPPN Fazenda Alvorada
(22°49'04"S, 51°11'25"0) (SITIO PELD MATA ATLANTICA DO NORTE DO PARANA, [s.d.]).
Obtencéo dos dados

Coleta e identificacao de individuos

Serdo avaliadas no estudo as espécies Eufriesea violacea e Euglossa pleosticta, sendo
estas escolhidas devido a presenca ja conhecida na regido (SOFIA, SANTOS & DA SILVA, 2004).
Para cada espécie, 6 a 8 individuos serdo coletados e analisados. As amostragens ocorrerdo no
periodo de outubro de 2023 a marco de 2024 e serdo baseadas em Giangarelli et al. (2015),
Ferronato et al. (2017) e Pokorny et al. (2013), com algumas modificacdes.

Os machos serdo atraidos a oito fragrancias (eucalipitol, eugenol, vanilina, beta-ionona,
acetato de benzila, benzoato de benzila, salicilato de metila e cinamato de metila), aplicadas em
iscas odoriferas (FERRONATO et al., 2017). As iscas ficardo dispostas na borda dos fragmentos,
dentro de infusores de metal para cha, a fim de evitar o contato direto das abelhas com as
fragrancias e consequente interferéncia nas analises (POKORNY et al., 2013; SANTOS, 2015).
Cada isca ficara suspensa a sombra, a 1,5 metros do solo, espacadas entre si por 2 a 3 metros.

Os machos atraidos serdo coletados com rede entomoldgica e armazenados vivos em
frascos individuais, com etiqueta contendo local, data, horério e fragrancia visitada. No laboratdrio,
0s espécimes serdo anestesiados em gelo e identificados. Em seguida, serdo eutanasiados em freezer
— 20° C e terdo suas tibias posteriores retiradas do corpo e mergulhadas em um frasco contendo 500
pL de hexano ultrapuro por 2 minutos. O restante do material coletado sera armazenado em freezer
— 20° C, seguindo metodologia descrita por Pokorny et al. (2013) e Santos (2015).

Extracdo e analise de fragrancias

O solvente serd transferido para outro frasco, com auxilio de micropipeta e ficara
armazenado em freezer — 20° C, até 0 momento das analises quimicas. Posteriormente, as amostras
serdo analisadas em um sistema de cromatografia em fase gasosa acoplada a um espectrémetro de

massa (GC-MS), marca SHIMADZU, modelo GCMS-QP2010SE, no Laboratério Multiusuario de
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Analise de Materiais de Moléculas (LAMM) da Universidade Estadual de Londrina. O
protocolo a ser utilizado deve também seguir Santos (2015), com algumas modificacdes. As
analises serdo realizadas com base em protocolos de estudos anteriores, com protocolos de
temperatura variando de 60°C a 300°C, ja descritos para machos de Euglossini, com elevagéo
5°C/min e manutencdo constante desta por 15 minutos no final na anélise.
Medidas morfométricas

Serdo removidas as asas dianteiras de cada individuo, com a finalidade de montagem de
laminas com ambas as asas, facilitando a visualizacdo do desgaste alar. Estas laminas serdo
fotografadas e, com as fotografias, sera possivel calcular o percentual de desgaste alar a partir da
medida da area total e da area ausente de cada asa. Para isso, sera utilizado o programa de
computador ImageJ® (RASBAND, 1997-2014). Para estimar o tamanho corporal, serd obtida a
medida do tamanho da cabeca, que serd removida e fotografada para facilitar a medicao.

Adicionalmente, o térax (largura intertegular) também sera medido através de fotografias.

Analise dos Dados

Serdo registrados os tempos de retencdo e das areas de picos gerados para os diferentes
compostos quimicos (cromatogramas), referentes aos perfis quimicos de cada espécie e nas
diferentes areas. As quantias individuais de fragrancias serdo calculadas pela soma das areas
presentes em todas as amostras. Deste modo, sera possivel comparar as quantidades individuais de
fragrancias intra e interespecificamente nas diferentes areas de estudo (ELTZ et al., 1999).
Adicionalmente, para as analises comparativas de (dis)similaridade, todos 0s cromatogramas
gerados serdo analisados qualitativamente com base na presenca e auséncia das substancias
quimicas, usando o indice de Bray-Curtis (POKORNY et al., 2013). Para avaliar a existéncia de
correlagOes entre as medidas morfométricas e os buqués, serdo utilizados o ranque de coeficiente de
correlagcdo de Spearman (rs) e o teste de correlagéo de Pearson (LUDWIG & REYNOLDS, 1988;

ZAR, 1996). Para as analises comparativas e estatisticas deverdo ser utilizados os programas PAST
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(HAMMER et al.,, 2001) e R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020). Anélises de
frequéncia de ocorréncia e dominancia também serdo utilizadas para identificar a presenca dos

machos de Euglossini nas diferentes iscas-odores.

RESULTADOS ESPERADOS

Ao obter o perfil quimico do conjunto de fragrancias (buqué) das espécies escolhidas,
em diferentes remanescentes florestais rurais e urbanos, espera-se que este trabalho forneca
informacdes acerca: i) do modo como 0s machos das espécies estudadas estdo conseguindo explorar
os diferentes ambientes para coletar fragrancias quimicas; ii) dos possiveis efeitos de uma paisagem
fragmentada na obtencdo de recursos essenciais para um comportamento ligado ao acasalamento
neste grupo de abelhas; iii) da relacdo entre os buqués de fragrancias dos machos Euglossini e

algumas caracteristicas fisicas.

CRONOGRAMA
Atividade / trimestre ano L ano 2

1 2 3 4 1 2 3 4
Cumprimento dos créditos em X X X X X
disciplinas
Revisao bibliogréafica X X X X X X X X
Elaboracéo e entrega do projeto X X
Instalagcdo do projeto X
Coleta de dados X X X X X X
Analise dos dados X X X X X X
Redagéo de relatorio X
Redacéo da dissertacao X X X X X
Qualificacéo X
Defesa X
Entrega da dissertagdo X
Submisséo do artigo X
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ORCAMENTO

Despesas Quantidade Valor por unidade Valor Total

(R$) (R$)

Fragréncias quimicas 40 30,00 1200,00

Rede entomolodgica 2 70,00 140,00

Alfinetes entomoldgicos 100/ 1 caixa 50,00 50,00

Naftalina pct 30 ¢ 5 pacotes 309 2,00 10,00

Hexano - suitable for HPLC, >97.0% (GC) 25L 726,00 726,00

Frascos (vials) - VIAL EM 3 cx 102,00 306,00

BOROS.(N9)CAP. 2ML, CX C/ 100UN

Ponteiras (plasticas) - 1000 uL - pct com 1 pct 70,00 70,00

1000

Microsseringa para Cromatografia Gasosa lun 433,00 433,00

Modelo 725N Agulha Fixa Capacidade 250

pL - Hamilton

TAMPA DE ROSCA COR AZUL C/ 3 pct 122,00 366,00

SEPTO DE

SILICONE/TEFLON, CX C/ 100UN

Microtubos plasticos armazenamento - 2 2 pct 175,00 350,00

ML - pct com 500

Gas Hélio - Descri¢do do produto: Heélio 5.0 8,5 (m®) 155,00 1317,50

Analitico Cil T - Quantidade: 8,5 m?

Infusor de Inox para cha 20 un 11,90 238,00

Materiais diversos para laboratério (papel 30 30,00 900,00

de filtro, algodéo, papel toalha, papel

sulfite, tinta impressora)

Combustivel coletas 125 L 6,00 750,00

Alimentacao 20,00 35,00 700,00

Total de Gastos 7556,50

9
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