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RESUMO

As abelhas da tribo Euglossini sempre foram consideradas promissoras para
estudos sobre evolugdo do comportamento social e divisédo de trabalho reprodutivo.
Isto decorre do fato dos Euglossini serem o0s Unicos membros nédo claramente
eussociais entre as abelhas corbiculadas. Neste estudo, foi investigada a correlacéo
entre parentesco genético e desvio reprodutivo em uma espécie do género
Euglossa, um dos cinco géneros de Euglossini, visando subsidiar o entendimento da
evolucdo da divisdo de trabalho reprodutivo na tribo. Dentre os cinco géneros de
Euglossini, Euglossa € o mais indicado para estudos sobre a evolugéo de divisédo de
trabalho reprodutivo, pois neste género sdo encontradas espécies solitarias,
comunais e primitivamente eussociais. Foram analisados doze ninhos da espécie
Euglossa cordata (Linnaeus, 1758). Nesta espécie, 0 processo de fundacdo dos
ninhos é solitario, mas pequenas colénias sdo formadas durante as reativacdes, com
as fémeas estabelecendo diferentes tipos de associacdes, nas quais 0 parentesco
entre elas é distinto. Durante as reativacfes, uma das fémeas realiza oofagias,
seguidas de oviposicdes em células anteriormente operculadas por outras fémeas,
deixando um maior nimero de descendentes. As analises de comportamento,
associadas a estimativas de parentesco, realizadas mediante o uso de marcadores
microssatélites, indicam que as fémeas dominantes realizam oofagia, seguida de
oviposicdo, em todas as células operculadas pelas subordinadas. O desvio
reprodutivo foi completo, independentemente do tipo de associagao formada entre
as fémeas reativadoras e, portanto, ndo houve correlacdo entre parentesco genético
e desvio reprodutivo. Além disso, a biologia de nidificacdo em espécies de Euglossa
foi estudada, dada a escassez de informacdes sobre os habitos e caracteristicas do

processo de nidificacdo na maioria das espécies ja descritas. Utilizando a técnica de
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ninhos-armadilha, foram obtidos 44 ninhos de Euglossa. O estudo traz novas
informacdes sobre a biologia de nidificacdo no género, principalmente no que diz

respeito aos inimigos naturais associados aos ninhos.

Palavras-chave: Euglossini, Euglossa cordata, abelhas corbiculadas, biologia de

nidificacdo, comportamento social, desvio reprodutivo.

ABSTRACT

The orchid bees have always been considered promising for studies of the evolution
of social behavior and reproductive division of labor. This is due to the fact that the
orchid bees are the only members not clearly eusocial in corbiculate clade. In this
study, the correlation between genetic relatedness and reproductive skew was
investigated in the genus Euglossa, one of the five genus of Euglossini tribe, in order
to support the understanding of the evolution of reproductive division of labor in
Euglossini. Among the five genera of Euglossini, Euglossa is the most suitable for
studies on the evolution of reproductive division of labor, because in this genus can
be found solitary, communal and primitively eusocial species. Twelve nests of
Euglossa cordata (Linnaeus, 1758) were analyzed. In this species, the foundation
process is solitary, but small colonies are formed during nest reactivations, with
females establishing different types of associations, in which their relatedness differs.
During reactivations, one of the females performs oophagy and then oviposition in
brood cells previously operculated by another females, consequently leaving a larger
number of offspring. The behavioral analysis associated with relatedness estimates,
made through the use of microsatellite markers, indicated that the dominant female

perform oophagy followed by oviposition in all operculated cells by the subordinated
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bees. The reproductive skew was complete, regardless of the type of association
established between the interacting females, and so reproductive skew and genetic
relatedness was not associated in this study. Furthermore, the nesting biology of
Euglossa was also studied, given the information scarcity about the nesting process
in most species already described for this genus. Using the technique of trap nests,
43 nests of Euglossa were sampled. This study provides new information on the
nesting biology of this genus, especially with regard to natural enemies associated

with nests.

Key words: Orchid bees, Euglossa cordata, corbiculate bees, nesting biology, social

behavior, reproductive skew.
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INTRODUCAO GERAL
1 As abelhas Euglossini — Biologia de nidificacdo e comportamento social

As abelhas da tribo Euglossini recebem este nome devido a uma
caracteristica morfoldégica marcante, a presenca de uma glossa (lingua) muito longa,
podendo ultrapassar o tamanho do corpo em algumas espécies (DRESSLER, 1982).
Outra caracteristica que chama a atencéo é o tegumento, frequentemente metalico e
de diferentes cores: verde, azul, roxo, vermelho, cobre (ROUBIK; HANSON, 2004).
Estas abelhas estéo restritas ao continente americano e sua faixa de distribuicdo vai
desde o sul dos Estados Unidos (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002; SKOV; WILEY,
2005; PEMBERTON; WHELER, 2006) e norte do México até a Argentina
(PEARSON; DRESSLER, 1985; ROUBIK; HANSON, 2004).

A verificacdo de que os machos de Euglossini sdo atraidos por iscas
odores sintéticas, devido ao comportamento de coletar fragrancias na natureza
(DODSON et al., 1969), proporcionou um avango significativo nos estudos sobre a
caracterizacdo das faunas de diversos locais (CAMERON, 2004; NEMESIO;
SILVEIRA, 2007). Atualmente, mais de 200 espécies estdo descritas (RAMIREZ et
al., 2010; NEMESIO; RASMUSSEN, 2011), distribuidas entre cinco géneros, sendo
trés de vida livre, Euglossa Latreille 1802, Eulaema Lepeletier 1841 e Eufriesea
Cockerell 1909, e dois cleptoparasitas, Aglae Lepeletier & Serville 1825 e Exaerete
Hoffmannsegg 1817 (MICHENER, 2007).

Se a partir da década de 1960, a descoberta das iscas odores fez com
que a taxonomia e a distribuicdo de muitas espécies de Euglossini se tornassem
conhecidas, a biologia de nidificacdo das espécies desta tribo ainda permanece
pouco conhecida (CAMERON, 2004). Estima-se que cerca de 20% das espécies do

grupo tenham a estrutura de seus ninhos relatada (GAROFALO, 1994; RAMIREZ et



al., 2002). De acordo com alguns autores, essa falta de informacéo é devida ao fato
dos ninhos de Euglossini ndo serem facilmente encontrados (DRESSLER, 1982;
GAROFALO, 1994; CAMERON, 2004).

Em relacdo a biologia de nidificacdo, é possivel verificar que a
nidificacdo em cavidades preexistentes é uma caracteristica apresentada pela
maioria das espécies de Euglossini, embora os substratos sejam diversos
(GAROFALO, 1994: RAMIREZ et al., 2002). De acordo com Garéfalo (1994), ha
relatos de ninhos encontrados em troncos e galhos de arvores, cavidades no solo,
em ninhos abandonados de Xylocopa ssp., formigueiros e/ou termiteiros
abandonados, caixas de madeira, bambu, blocos de cimento utilizados em
construcdes, entre outros. Por outro lado, os ninhos aéreos, expostos no ambiente,
construidos fixos sob folhas, galhos ou ramos de arvores, parecem ser mais raros,
sendo descritos para poucas espécies (DODSON, 1966; YOUNG, 1985;
EBERHARD, 1988). Devido ao fato de muitas espécies nidificarem em cavidades
preexistentes, a estratégia de ninhos-armadilha, que consiste em dispor no campo
seccOes de bambu ou pequenas caixas de madeira para atrair f€meas nidificantes,
tem sido apontada como um procedimento alternativo eficaz para aumentar o
namero de espécies estudadas (GAROFALO et al., 1993; CAMERON, 2004).

Embora ainda se conheca pouco sobre a biologia da nidificacdo e
sobre o comportamento social na tribo Euglossini, estes estudos sempre foram
considerados promissores, principalmente os voltados a evolucdo do
comportamento social (ZUCCHI et al., 1969; DRESSLER, 1982; GAROFALO, 1994;
RAMIREZ et al., 2002; CAMERON; RAMIREZ, 2001; SOUCY et al., 2003;
CAMERON, 2004; GAROFALO, 2006; AUGUSTO; GAROFALO, 2004, 2009, 2011).

Esta expectativa € resultante, em grande parte, da posicdo dos Euglossini dentro do



grupo monofilético conhecido como “Apidae corbiculados”, as abelhas corbiculadas
(GAROFALO, 1994; CAMERON; RAMIREZ, 2001). O grupo é formado pelas tribos
Apini, Bombini, Meliponini e Euglossini, sendo as espécies da tribo Euglossini as
Gnicas ndo claramente eussociais (MICHENER, 2007), jA que todos os Apini e
Meliponini sdo altamente eussociais e 0s Bombini sdo primitivamente eussociais.
Sendo assim, como a maioria dos outros Apidae é eussocial, existe a expectativa de
serem encontrados nos Euglossini estagios intermediarios entre os comportamentos
solitario e eussocial (ZUCCHI et al., 1969; DRESSLER, 1982).

Os estudos realizados até o0 momento indicam que na tribo Euglossini
ocorrem espécies solitarias, comunais e primitivamente sociais (AUGUSTO;
GAROFALO, 2009). No entanto, dos trés géneros de vida livre da tribo Euglossini,
apenas no género Euglossa sdo conhecidas espécies solitarias, comunais e
espécies com ninhos compartilhados por mais de uma fémea, ocorrendo ali divisdo
de trabalho reprodutivo e sobreposicdo de geragdes (AUGUSTO; GAROFALO,
2011). Portanto, as espécies do género Euglossa parecem ser as mais promissoras

para os estudos da evolugdo do comportamento social (GAROFALO, 2006).

1.1 O comportamento social no género Euglossa

Os estudos sobre a estrutura social no género Euglossa estao restritos
a poucas espécies: E. atroveneta Dressler 1978 (RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996),
E. annectans Dressier 1982 (GAROFALO et al., 1998), E. cordata (Linnaeus 1758)
(GAROFALO, 1985; AUGUSTO; GAROFALO, 2011), E. fimbriata Moure 1968
(AUGUSTO; GAROFALO, 2009), E. hyacinthina Dressler 1982 (SOUCY et al.,
2003), E. melanotricha Moure 1967 (ANDRADE-SILVA; NASCIMENTO, 2012), E.

nigropilosa Moure 1965 (OTERO et al.,, 2008), E. townsendi Cockerell 1904



(AUGUSTO; GAROFALO, 2004), E. truncata Rebélo & Moure 1996 (BRAGA;
GAROFALO, 1998), E. viridissima Friese 1899 (COCOM PECH et al., 2008), E.
imperialis Cockerell 1922 e E. ignita Smith 1874 (ROBERTS; DODSON, 1967).
Considerando-se que o género Euglossa tem cerca de 110 espécies descritas
(RAMIREZ et al., 2010), fica evidente que muito pouco se conhece do
comportamento social nesse género.

Os estudos indicam que a fundag&o do ninho no género Euglossa € um
processo solitario; excecdes foram relatadas para E. annectans (GAROFALO et al.,
1998) e E. hyacinthina (SOUCY et al., 2003). A ocorréncia de mais de uma fémea no
ninho ocorre frequentemente durante os processos de reativacdo (AUGUSTO;
GAROFALO, 2004). A fémea fundadora, apos fechar um nimero variavel de células
(1 a 14), frequentemente permanece no ninho até a emergéncia dos descendentes.
Algumas fémeas da prole tendem a retornar ao ninho materno, reativando-o.
Durante o processo de reativacdo, a mae pode ou nio estar presente (GAROFALO,
1985; AUGUSTO; GAROFALO, 2004; 2011). Portanto, pequenas coldnias podem
ser formadas por fémeas de diferentes geracdes (méae e filhas), da mesma geracao
e, em raras ocasifes, por fémeas ndo aparentadas, como observado em E.
hyacinthina (SOUCY et al., 2003), E. annectans (GAROFALO et al.,1998), E.
townsendi (AUGUSTO; GAROFALO, 2004) e E. cordata (AUGUSTO; GAROFALO,
2011).

Os comportamentos descritos para as espécies de Euglossa
anteriormente citadas permitem que algumas delas sejam agrupadas, de acordo
com as similaridades existentes.

As espécies E. annectans (GAROFALO et al., 1998), E. hyacinthina

(SOUCY et al., 2003), E. nigropilosa (OTERO et al., 2008), E. imperialis e E. ignita



(ROBERTS; DODSON, 1967) podem ser agrupadas devido ao fato de que as
fémeas reativadoras parecem apenas compartilhar a cavidade, caracterizando o
comportamento comunal. No entanto, de acordo com o estudo de Boff (2012) em E.
annectans, embora nao tenham fémeas com comportamento dominante e todas
trabalnem em seus proprios conjuntos de células, podem ocorrer oofagias,
principalmente quando a fémea que operculou uma determinada célula esta
ausente, realizando as atividades de campo.

Um segundo grupo envolve as espécies E. atroveneta (RAMIREZ-
ARRIAGA et al., 1996), E. fimbriata (AUGUSTO; GAROFALO, 2009) e E. cordata
(GAROFALO, 1985; AUGUSTO; GAROFALO, 2011). Nos ninhos destas espécies,
uma das fémeas reativadoras assume o comportamento de dominancia e as outras
o de subordinacédo. As fémeas com comportamento de subordinacdo realizam as
atividades de reuso/construcdo de células e aprovisionamento, enquanto as fémeas
dominantes raramente saem do ninho. As fémeas dominantes possuem o
comportamento de ovipositar em células anteriormente ovipositadas pelas
subordinadas; elas comem o0s ovos presentes nas células ovipositadas pelas
subordinadas (oofagia) e os substituem pelos seus (RAMIREZ-ARRIAGA et al.,
1996; AUGUSTO; GAROFALO, 2009; 2011). A idade da fémea parece estar
relacionada com a exibicdo dos comportamentos de dominéancia e subordinacgéo,
pois nos ninhos dessas espécies, as fémeas mais velhas sdo as dominantes
(RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996; AUGUSTO; GAROFALO, 2009; 2011). Outra
caracteristica compartilhada neste grupo € a presenca de comportamentos
agonisticos, em que as fémeas dominantes s&do agressivas em relacdo as
subordinadas (RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996; AUGUSTO; GAROFALO, 2009;

2011). Além disso, para E. cordata e E. fimbriata, os autores (AUGUSTO;



GAROFALO, 2009, 2011) acreditam que apenas a fémea dominante deixe
descendentes, pois a fémea com comportamento dominante parece realizar
oofagias em todas as células ovipositadas pelas subordinadas.

Por outro lado, E. melanotricha (ANDRADE-SILVA; NASCIMENTO,
2012), E. townsendi (AUGUSTO; GAROFALO, 2004), E. truncata (BRAGA;
GAROFALO, 1998) e E. viridissima (COCOM PECH et al., 2008) apresentam
particularidades que dificultam agrupa-las. No entanto, uma caracteristica que
parece estar presente em todas essas espécies € o comportamento de dominancia
assumido pela mée nas associa¢des entre mée e filhas.

Em E. melanotricha, parece existir apenas uma fémea com
comportamento dominante no interior dos ninhos e esta fémea é agressiva em
relacdo as fémeas com comportamento de subordinacdo; ou seja, ocorrem
comportamentos agonisticos no interior dos ninhos (ANDRADE-SILVA,;
NASCIMENTO, 2012). A idade das fémeas nado parece ser um fator tédo relacionado
a exibicdo dos comportamentos de dominancia, como em E. atroveneta (RAMIREZ-
ARRIAGA et al., 1996), E. cordata (AUGUSTO; GAROFALO, 2011) e E. fimbriata
(AUGUSTO; GAROFALO, 2009). Além disso, em E. melanotricha, a fémea com
comportamento de dominancia parece ndo ser a responsavel por toda a prole
(ANDRADE-SILVA, comunicagéao pessoal).

Diferentemente do que foi descrito para E. melanotricha (ANDRADE-
SILVA; NASCIMENTO, 2012), em E. townsendi nao ocorre comportamentos
agonisticos no interior dos ninhos (AUGUSTO; GAROFALO, 2004). A idade da
fémea também ndo é determinante para a exibicdo de comportamentos de
dominancia ou subordinacao, pois nem sempre as fémeas mais velhas apresentam

comportamento de dominancia (AUGUSTO; GAROFALO, 2004). Em E. townsendi,



exceto nas relacdes matrifiliais, pode haver mais de uma fémea com comportamento
de dominancia no ninho, de forma que multiplas substituicbes de ovos podem
ocorrer (AUGUSTO; GAROFALO, 2004). Estas multiplas substituicbes dificultam
estabelecer a maternidade dos individuos da prole (AUGUSTO; GAROFALOQ, 2004).
Para E. truncata, Braga e Gardéfalo (1998) relatam um sistema parecido ao descrito
para E. townsendi, em que ocorreria mais de uma substituicdo de ovos em uma
mesma ceélula.

Em E. viridissima foram observadas apenas associacdes entre maes e
filhas, o que impossibilita comparar esta espécie com as outras, considerando os
demais tipos de associacfes. De acordo com Cocom Pech et al. (2008), a mae
assumiu o comportamento de dominancia nas reativacbes observadas. Um
comportamento observado nesta espécie, nao relatado nas demais, foi o
comportamento da mée ovipositar em células ndo previamente ovipositadas pelas
filhas (COCOM PECH et al., 2008). Quando as maes ovipositavam em células ndo
anteriormente ovipositadas, as filhas faziam oofagia nas células ovipositadas pela
mae e, entdo, ovipositavam nas células. Nestas células, a oviposi¢cdo das filhas era
seguida pela oofagia das maes e, caso as filhas tentassem realizar uma segunda
oofagia, as mées disparavam um comportamento ameacador em relacao as filhas —
elas se aproximavam da filha com suas pernas dianteiras e mandibulas abertas,
mas sem qualquer contato fisico (COCOM PECH et al.,, 2008). Estes autores
consideraram que a divisdo de trabalho reprodutivo em E. viridissima ocorre sem
nenhuma aparente dominancia fisica da mae em relagéo as suas filhas. De acordo
com Cocom Pech et al. (2008), quando a reativacdo é realizada na presenca de
apenas uma filha, as maes garantiriam a maternidade de todos os individuos da

prole. No entanto, quando existem duas filhas no ninho, a mae seria responsavel por



50% da prole, enquanto as duas filhas dividiriam a maternidade da outra metade.
Recentemente, Boff et al. (2015) relataram a existéncia de uma fémea subordinada
especializada na defesa do ninho em E. viridissima. Quando a associagéo é formada
por trés fémeas, a subordinada mais nova sai pouco do ninho para realizar as
atividades de forrageamento. Ela permanece a maior parte do tempo na entrada do
ninho, enquanto a fémea dominante permanece a maior parte do tempo sobre as
células. De acordo com Boff et al. (2015), a presenca da subordinada no ninho
diminui 0 sucesso que outras fémeas da mesma espécie tém ao tentar roubar
resina.

As abelhas do género Euglossa realmente podem fornecer informacgdes
valiosas para uma maior compreensdo das vias trilhadas na evolucdo do
comportamento social dentro do grupo de abelhas corbiculadas. Seria possivel
explorar caracteristicas como a presenca ou auséncia de agressédo, as diferentes
estruturas sociais que podem ser estabelecidas em uma mesma espécie,
dependendo do tipo de associacdo formada entre as fémeas reativadoras, entre
outras caracteristicas. No topico seguinte, uma importante teoria que diz respeito a
evolucdo do comportamento social no grupo das abelhas corbiculadas sera

apresentada.

2 A evolucédo do comportamento social nos Apidae corbiculados — Teoria de
selecdo de parentesco

O comportamento social nas abelhas parece ter evoluido de forma
independente pelo menos trés vezes (CARDINAL; DANFORH, 2011; DANFORTH et
al., 2013). No entanto, apenas no grupo de abelhas corbiculadas o comportamento

social atinge niveis mais sofisticados e permanentes (O'TOOLE; RAW, 2004), sendo



0 Unico grupo que apresenta o comportamento definido como altamente eussocial
(MICHENER, 2007).

A caracterizacdo do comportamento eussocial envolve a sobreposicao
de geracdes, o cuidado com a prole e divisdo de trabalho reprodutivo. A divisédo de
trabalho reprodutivo depende de uma acao altruista por parte de algumas fémeas,
que nédo se reproduzem em detrimento da reproducédo de outras fémeas (KELLER,;
CHAPUISAT, 1999). Como as relacbes assimétricas de parentesco geneético,
decorrentes do sistema haplodiploide de determinacdo do sexo, tornam as irmas
completas das abelhas mais aparentadas entre si (r = 0,75) do que com seus
proprios filhos (r = 0,5), cabe aqui as consideracdes da teoria de selecdo de
parentesco (kin selection theory), proposta por Hamilton (1964) que estabelece que
0 parentesco entre os individuos pode favorecer a evolucdo de caracteristicas
altruistas.

De acordo com Hamilton (1964), os atos altruistas sao mais passiveis
de serem selecionados quanto mais aparentados sdo os individuos e quando o
decréscimo na aptidao (fithess) do altruista € relativamente menor em comparacéo
com o aumento do fitness de seu beneficidrio. Sendo assim, o aumento ou
decréscimo na frequéncia de um alelo seria afetado ndo somente pelo fithess do seu
portador, mas pelo seu efeito sobre o fitness de outros individuos que compartilham
este alelo por descendéncia (HAMILTON, 1964).

Portanto, de acordo com a teoria de selecdo de parentesco de
Hamilton (1964), uma caracteristica altruista ira aumentar em frequéncia em uma
populacdo sempre que 0 custo imposto ao seu portador em termos de fitness direto

(c) for menor que o produto do beneficio em termos de fitness indireto (b) e o
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coeficiente de parentesco (r) entre o doador e o beneficiario da acéo, isto é: c<r.b
(HAMILTON, 1964; KELLER; CHAPUISAT, 1999; LIAO et al., 2015).

Como mencionado anteriormente, as fémeas de abelhas sdo mais
aparentadas com suas irmas do que com seus proprios filhos; sendo assim, ajudar a
mae a produzir uma prole maior e fértil estard associado a um alto fitness indireto, a
soma do fitness direto mais o indireto, o que Hamilton denominou de fitness
inclusivo. Deste modo, de acordo com a teoria de selecéo de parentesco, as abelhas
apresentariam condicOes favoraveis para o surgimento de caracteristicas altruistas
que resultariam na divisdo de trabalho reprodutivo (QUELLER; STRASSMANN,
1998; KELLER; CHAPUISAT, 1999).

Um ponto importante a ser considerado é o fato de que o alto
parentesco entre as fémeas irmas (r = 0,75) em uma colonia de abelhas resulta da
monandria da mae; ou seja, para que todas as irmas sejam completas, a mae deve
se acasalar com um unico macho (HUGLES et al., 2008).

Considerando o grupo de abelhas corbiculadas, os estudos indicam
que as fémeas das tribos Bombini e Meliponini sdo usualmente monandricas e que
as fémeas de Apini sdo altamente poliandricas (STRASSMANN, 2001; HUGLES et
al., 2008). Recentemente, Hughes et al. (2008) demonstraram que a poliandria
apresentada pelos Apini € uma caracteristica derivada, tendo sido originada apés o
estabelecimento do comportamento eussocial. Na tribo Euglossini, os estudos
realizados por meio da analise de genadtipos da progénie encontrada no interior dos
ninhos de E. cordata, E. townsendi (SOUZA, 2007; OIl, 2010), E. viridissima, E.
hemichlora e E. dilemma (ZIMMERMANN et al.,, 2009) indicam que a monandria

provavelmente seja uma regra.



11

Parece haver um consenso sobre a importancia da selecdo de
parentesco como forca seletiva na evolugcéao da divisdo de trabalho reprodutivo e da
eussocialidade (QUELLER; STRASSMANN, 1998; KELLER; CHAPUISAT, 1999;
STRASSMANN et al., 2011; LIAO et. al., 2015). Outra predicédo da teoria de selecéo
de parentesco € a existéncia de conflito na col6nia, isto €, a vida no seu interior nao
seria tdo harmoniosa como aparenta ser a primeira vista. Os individuos, por néo
serem geneticamente idénticos, apresentam uma parcela de interesses genéticos
distintos, podendo agir de forma egoista na tentativa de propagar seus proprios
genes. Estes conflitos de interesse entre os membros influenciam a propria
evolucdo do comportamento altruista e, por consequéncia, a evolucdo da divisdo de
trabalho reprodutivo. No entanto, apesar de predizer a existéncia de conflito, a teoria
de selecdo de parentesco ndo prediz como estes conflitos poderiam ser resolvidos e
como isto afetaria a evolucdo do comportamento altruista (KELLER; CHAPUISAT,
1999). De acordo com Keller e Chapuisat (1999), os interesses divergentes entre 0s
membros de uma colbnia e a capacidade deles influenciarem na reproducdo um dos
outros, por meio de coercao ou suborno, sédo considerados pelos modelos do desvio

reprodutivo (models of reproductive skew), que serdo abordados no préximo tépico.

3 Os modelos do desvio reprodutivo

Os modelos do desvio reprodutivo tentam explicar as taxas
reprodutivas diferenciais dos membros do grupo, existentes em diferentes
sociedades animais. Eles assumem que existe um conflito de interesses entre os
membros, pois cada um estaria interessado em obter uma maior parcela da

reproducdo. Um conjunto de predicdes € apresentado pelos modelos, na tentativa de
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explicar como o conflito de interesses pode ser resolvido, para que um equilibrio seja
atingido (REEVE; KELLER, 2001).

Tais modelos s&o divididos em duas classes: a dos modelos
transacionais, a qual possui dois modelos principais, o da concessdo e o0 da
restricdo, e, a classe dos modelos de compromisso (ou “cabo-de-guerra”). A primeira
classe de modelos considera que existe uma troca de beneficios entre os membros
do grupo; os membros concedem oportunidades reprodutivas uns aos outros. Ja na
segunda classe, ndo ha concessdo de oportunidades reprodutivas; os membros
atuam de maneira egoista competindo pela maior parcela da reproducdo (REEVE;
KELLER, 2001).

Outro ponto de divergéncia entre os modelos é o fato de que os
modelos transacionais assumem que as variaveis produtividade do grupo (k),
parentesco genético (r) e chance dos individuos viverem sozinhos (x) atuem em
conjunto, resultando em oscilacbes nas taxas de desvio reprodutivo. Como
resultado, os grupos atingem o equilibrio em momentos diferentes. Por outro lado,
0s modelos de compromisso assumem que as restricdes ecoldgicas e a
produtividade do grupo nao afetam as taxas de desvio reprodutivo, mas o
parentesco genético (r) sim. No entanto, o poder desta variavel em influenciar as

taxas de desvio € pequeno (Tabela 1) (REEVE; KELLER, 2001).
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Tabela 1. Correlacdo entre desvio reprodutivo e alguns parametros, predita pelos
dois modelos de desvio reprodutivo e o modelo de agressao (REEVE; KELLER,
2001).

Correlagéo entre as variaveis e o desvio reprodutivo preditas
pelos modelos do desvio reprodutivo
L Modelos transacionais « ’
Variaveis = — Cabo-de-guerra
Concesséo Restric&o
X Negativa Positiva Ausente
k Positiva Negativa Ausente
r Positiva Negativa Ausente ou Negativa
Correlacao entre agresséao e desvio reprodutivo predita pelos modelos de agressao:
Transacionais “Cabo-de-guerra”
Positiva Negativa

x= chance dos individuos terem sucesso vivendo sozinhos; k= produtividade do grupo; r= parentesco
genético.

3.1 Os modelos transacionais

Na classe dos modelos transacionais, dois modelos principais foram
propostos: o da concessao e o da restricdo. Uma diferenga importante entre estes
modelos é o papel desempenhado pelos individuos dominantes e subordinados no
controle da divisao de trabalho reprodutivo e da adeséao ao grupo (REEVE; KELLER,
2001).

No modelo da concesséo, o individuo dominante controla tanto a
divisao de trabalho reprodutivo como a adeséo do subordinado ao grupo. Cabe ao
subordinado decidir se fica ou ndo no grupo, decisdo tomada com base na parcela
da reproducédo que lhe é concedida como incentivo para que ele ali permaneca. O
dominante lhe cede apenas a parcela minima necessaria para que ele nao
abandone o grupo. Neste modelo, as varidveis produtividade do grupo (k) e
parentesco genético (r) se correlacionam de maneira positiva com o desvio
reprodutivo. Por outro lado, a chance de viver sozinho (x) se correlaciona de maneira
negativa com o desvio reprodutivo (Tabela 1) (REEVE; KELLER, 2001).

O entendimento do tipo de correlacdo existente entre variaveis k, r e x

e 0 desvio reprodutivo € possivel quando o papel dos individuos no modelo da
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concessao é considerado. Por exemplo, se as chances de viver sozinho fossem
elevadas (x alto), por existir poucas restricdes ecolégicas no ambiente, o individuo
dominante concederia uma maior parcela da reproducdo ao subordinado para que
ele ndo decidisse abandonar o grupo; logo, o desvio reprodutivo diminuiria. Por outro
lado, se o parentesco genético fosse alto (r alto) e a produtividade do grupo fosse
alta (k alto), a situacao seria favoravel para o subordinado, pois o fithess inclusivo
obtido pelo subordinado seria alto. Portanto, nestas situacdes, o individuo dominante
concederia uma menor parcela da reproducdo para o subordinado como incentivo
para que ele ndo abandonasse o grupo e o desvio reprodutivo aumentaria (Tabela 1)
(REEVE; KELLER, 2001).

As predicdes do modelo da restricdo sdo exatamente opostas as do
modelo da concessédo (Tabela 1). Isto se deve ao fato deste modelo assumir que o
papel do individuo subordinado € o controle da divisdo de trabalho reprodutivo,
enquanto que o do dominante € controlar a adesédo do subordinado ao grupo. De
acordo com o modelo da restricdo, o dominante ameaca expulsar o subordinado
dependendo da parcela da reproducédo que o subordinado tome para si (REEVE;
KELLER, 2001).

No modelo da restricdo, o papel dos individuos também tera que ser
considerado para que a correlacdo das variaveis k, r e x com o desvio reprodutivo
possa ser bem interpretada. Por exemplo, se as chances de viver sozinho fossem
grandes (x alto), o dominante néo hesitaria em mandar o subordinado embora, caso
ele decidisse tomar uma grande parcela da reproducdo para si. Ou seja, 0
dominante restringiria a reproducdo do subordinado, sob a ameaca de expulsa-lo do
grupo. O subordinado, como mantenedor do controle da divisdo do trabalho

reprodutivo, passaria a tomar uma menor parcela reprodutiva para si, para nao ser
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expulso e, deste modo, o desvio reprodutivo aumentaria. De modo diferente, quando
a produtividade do grupo aumentasse (k) e o parentesco genético fosse alto (r), o
dominante passaria a ser mais tolerante com o subordinado. O dominante né&o
expulsaria o subordinado do grupo, pelo fato do parentesco e da produtividade do
grupo serem altos, pois nesta situacdo o fithness inclusivo do dominante seria alto.
Desta forma, o desvio reprodutivo diminuiria (REEVE; KELLER, 2001).

E importante perceber que o fato do modelo da restricio assumir que o
subordinado controla a reproducéo e o dominante a adesao, resulta em um jogo de
forcas que tem como resultado taxas de desvio reprodutivo dependentes das
variaveis x, k e r. De modo diferente, como 0 modelo da concessao considera que 0
dominante tem o controle sobre a reproducéo e sobre a adesdo do subordinado ao
grupo, o desvio reprodutivo € dado apenas pelas ponderacdes do dominante,

levando em consideracéo as variaveis X, k e r (REEVE; KELLER, 2001).

3.2 Os modelos de compromisso (“modelos cabo-de-guerra”)

Nestes modelos, conforme mencionado anteriormente, os individuos
agem de maneira egoista reivindicando uma maior parcela da reproducdo. Um
individuo se reproduzir mais do que o outro depende das estratégias egoistas de
cada membro. A dominancia se instala devido a maior ou menor habilidade
competitiva de um individuo. Os individuos com maior potencial competitivo sdo
dominantes e os com menor, os subordinados (REEVE; KELLER, 2001).

Este modelo prediz correlagdo negativa entre parentesco (r) e desvio
reprodutivo (Tabela 1). Por exemplo, quando o parentesco (r) entre 0s membros é
alto, os jogadores reduzem seus esforcos competitivos e o desvio reprodutivo

diminui. De acordo com este modelo, o parentesco € a Unica variavel capaz de
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influenciar as taxas de desvio reprodutivo. No entanto, a influéncia desta variavel (r)
€ pequena e, na maioria das situacdes, ela ndo tem sequer influéncia, resultando em
auséncia de correlacdo entre parentesco e desvio reprodutivo (REEVE; KELLER,
2001).

Atualmente, existem propostas que consideram que os modelos da
restricdo e da concessao sao os extremos de um continuo. De um lado, estariam os
modelos da concesséao, no qual o individuo dominante tem o controle da divisédo de
trabalho reprodutivo. Do outro lado, estariam os modelos da restricdo, no qual o
dominante ndo tem nenhum controle da divisdo de trabalho reprodutivo. No meio
deste continuo, existe uma zona de controle incompleto, onde as regras dos
modelos de compromisso se aplicam. Portanto, de acordo com estas propostas, nas
sociedades animais, podem ser encontrados padrdes comportamentais preditos

pelos trés modelos, dependendo da situacdo (JONSTONE; CANT, 2009).

3.3 A variavel agressdo adicionada aos modelos transacionais e de
compromisso

Existem alguns modelos que adicionam a variavel agressdo (f) as
classes de modelos transacionais e de compromisso. Tais modelos predizem
correlacdo positiva entre agressao e desvio reprodutivo para a classe de modelos
transacionais e correlagcdo negativa para os modelos de compromisso (REEVE;
KELLER, 2001; JONSTONE; CANT, 2009).

Os modelos que incluem a agressédo consideram que uma condi¢ao
propicia para o surgimento dela, na classe de modelos transacionais, € quando a
chance de viver sozinho com sucesso € baixa, a produtividade do grupo é alta e o

parentesco genético € alto. Nesta condi¢cdo, o0 dominante se torna mais agressivo e a
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reacdo do subordinado € se contentar com uma menor parcela da reproducéao (no
modelo da concesséo) ou diminuir suas taxas reprodutivas (no modelo da restricao),
ocasionando, em ambos 0s casos, um aumento do desvio reprodutivo (REEVE;
KELLER, 2001) (Tabela 1).

No caso dos modelos de compromisso, uma situagao propicia para o
surgimento da agressao € quando as habilidades competitivas dos membros sao
equiparaveis; nesta condicdo, a agressao aumenta por parte dos dois membros e o
desvio reprodutivo diminui (REEVE; KELLER, 2001) (Tabela 1).

De acordo com a descricdo destes modelos, pode-se perceber que
suas predicdes, se passiveis de teste, podem contribuir para um maior entendimento
da divisdo de trabalho reprodutivo nas diferentes sociedades animais. Conforme
mencionado, as abelhas da tribo Euglossini, mais especificamente as do género
Euglossa, tém sido consideradas promissoras para investigacdes sobre a evolugéo
do comportamento social e, por consequéncia, sobre divisdo de trabalho reprodutivo,
no grupo das abelhas corbiculadas (GAROFALO, 2006). Deste modo, considerando-
se o que foi apresentado nos paragrafos anteriores, fica evidente que os estudos de
comportamento em Euglossa que tenham por objetivo testar as predicbes destes
modelos permitirdo definir melhor como as espécies deste género resolveram seus
conflitos reprodutivos. Desta forma, sera possivel compreender também um pouco

mais a origem da diviséo de trabalho reprodutivo nas abelhas corbiculadas.
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OBJETIVOS

Com base no que foi apresentado sobre a biologia de nidificacdo e o
comportamento social em Euglossini e levando em consideracao a teoria da selecéo
de parentesco e os modelos do desvio reprodutivo, este trabalho tem como objetivo
geral:

Investigar a divisdo de trabalho reprodutivo em espécies do género
Euglossa, gerando conhecimentos que auxiliem no maior entendimento da evolugao
do comportamento social dentro do grupo de abelhas corbiculadas.

De forma a cumprir 0 objetivo geral, este trabalho tem dois objetivos
especificos, que sdo abordados em capitulos distintos na tese. Estes objetivos séo:

1) Estudar a biologia de nidificacdo de espécies do género Euglossa, ampliando
o conhecimento sobre o processo de fundag¢do dos ninhos, uso da cavidade
pelas fémeas, presenca de inimigos naturais, entre outros aspectos.

A técnica de ninhos-armadilha foi utilizada para a obtencdo de ninhos,
dada a eficiéncia desta metodologia. Os resultados relativos a biologia da nidificacao
estdo relatados e discutidos no Capitulo I.

2) Investigar a presenga de correlacdo entre o desvio reprodutivo e parentesco
nos processos de reativacdo de ninhos da espécie E. cordata, nos quais as
fémeas reativadoras estabelecem diferentes tipos de associagfes, resultando
em graus distintos de parentesco entre elas.

Uma vez estimadas as taxas de desvio reprodutivo, relacionadas as
diferentes associacdes entre as fémeas, as predicdes dos modelos do desvio
reprodutivo foram consideradas, para verificar se um ou mais dos modelos podem
ser utilizados para explicar o padrao existente em E. cordada, contribuindo para um

melhor entendimento da evolucdo do trabalho reprodutivo nesta espécie. Para
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estimar as taxas de desvio reprodutivo, observacdes de comportamento foram
associadas a analises de parentesco entre a prole e as fémeas reativadoras,
mediante o uso de marcadores microssatélites. Os resultados referentes ao
processo de reativacdo de ninhos e desvio reprodutivo em E. cordata estdo

apresentados no Capitulo Il desta tese.
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CAPITULO | As abelhas do género Euglossa (Hymenoptera, Apidae,

Euglossini): aspectos sobre a sua biologia de nidificacao

Resumo

A tribo Euglossini é composta por cinco géneros, trés de vida livre, Euglossa,
Eulaema e Eufriesea e dois cleptoparasitas, Exaerete e Aglae. Muito pouco se sabe
sobre a biologia de nidificacdo em Euglossini, embora muitas espécies tenham sido
descritas para a tribo. Apesar de poucas espécies terem sua biologia de nidificacédo
conhecida, os relatos existentes indicam que a nidificacdo em cavidades
preexistentes € um habito muito mais comum do que a construcédo de ninhos aéreos,
expostos no ambiente. Considerando-se a falta de conhecimentos sobre a biologia
de nidificacdo em Euglossini e a eficiéncia da estratégia de ninhos-armadilha para a
atracdo de fémeas nidificantes, estratégia que consiste em oferecer cavidades
artificiais para as fémeas nidificarem, este estudo buscou ampliar os conhecimentos
sobre a biologia de nidificacdo em Euglossa, o género com maior nimero de
espécies descritas da tribo, cerca de 110. Para atrair fémeas nidificantes, seccdes
de bambu e pequenas caixas de madeira foram distribuidas no campus da
Universidade Federal de Sdo Carlos, SP (UFSCar), no Horto Florestal Municipal
“Navarro de Andrade” (distando 2 km da UFSCar) e na Universidade de Sao Paulo —
Campus de Ribeirdo Preto, mais especificamente na Faculdade de Filosofia
Ciéncias e Letras e no Departamento de Genética da Faculdade de Medicina. A
partir do monitoramento dos 44 ninhos obtidos de Euglossa, novas informacgdes
sobre a biologia de nidificagéo, principalmente no que diz respeito ao parasitismo,

sao relatadas neste estudo.

Palavras-Chave: Euglossini, Euglossa, habito de nidificacéo, ninhos-armadilha.
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1 Introducéo

A tribo Euglossini possui mais de 200 espécies descritas (RAMIREZ et
al., 2010; NEMESIO; RASMUSSEN, 2011), distribuidas entre cinco géneros. As
espécies dos géneros Euglossa, Eulaema e Eufriesea, sdo de vida livre, enquanto
que as espécies de Aglae e Exaerete sdo cleptoparasitas de ninhos de outros
Euglossini (MICHENER, 2007). As espécies de Exaerete parasitam ninhos de
Eufriesea e Eulaema, enquanto que a Unica espécie descrita para o género Aglae é
parasita de ninhos de Eulaema (GAROFALO, 1994; GAROFALO; ROZEN, 2001).

Apesar do grande numero de espécies descritas, a biologia de
nidificacdo das espécies da tribo Euglossini ainda é pouco conhecida. Estima-se que
cerca de 20% delas tenham a estrutura de seus ninhos descrita (GAROFALO, 1994;
RAMIREZ et al., 2002). A falta de conhecimento sobre a biologia de nidificacéo do
grupo esta relacionada com o fato dos ninhos serem dificilmente encontrados na
natureza (DRESSLER, 1982; GAROFALO, 1994; CAMERON, 2004). De acordo com
0 que ja foi descrito, é possivel perceber que o habito de nidificacdo em cavidades
preexistentes parece ser o mais comum na tribo, embora os substratos sejam
diversos (GAROFALO, 1994; RAMIREZ et al., 2002). De acordo com Garo6falo
(1994), ha relatos de ninhos encontrados em troncos e galhos de arvores, cavidades
no solo, em ninhos abandonados de Xylocopa spp., formigueiros e/ou termiteiros
abandonados, caixas de madeira, bambu, blocos de cimento utilizados em
construgbes, entre outros. A construgdo de ninhos em cavidades dificulta a
visualizacdo deles no campo, o0 que possivelmente resulta na dificuldade de
encontra-los. Os ninhos aéreos, expostos no ambiente, construidos fixos sob folhas,

em galhos ou ramos de arvores, foram descritos para poucas espécies e parecem
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ser raros (DODSON, 1966; YOUNG, 1985; EBERHARD, 1988; CAPALDI et al.,
2007; RIVEROS et al., 2009).

Como o habito de nidificacdo em cavidades €, aparentemente, o mais
frequente, a estratégia de ninhos-armadilha, em que pequenas secc¢des de bambu
ou pequenas caixas de madeira sdo dispostas no campo para atrair fémeas
nidificantes, é considerada uma metodologia alternativa eficaz para que mais
espécies tenham seus ninhos conhecidos e para que o comportamento no interior
destes ninhos possa ser observado (GAROFALO et al., 1993; CAMERON, 2004).

As fémeas fundam os ninhos solitariamente, 0 que aparentemente é
uma regra na tribo Euglossini. Exceg¢des foram descritas para E. annectans
(GAROFALO et al., 1998), E. hyacinthina (SOUCY et al., 2003) e Eulaema nigrita
(GAROFALO, comunicacdo pessoal). Os materiais utilizados na construcdo das
células sado variados. De modo geral, as espécies de Eufriesea utilizam resina e
fragmentos de arvores, ja as espécies de Eulaema utilizam barro, excremento
animal e resina, enquanto as espécies de Euglossa utilizam apenas resina
(GAROFALO, 1994).

Considerando que a biologia de nidificacdo é desconhecida ou pouco
conhecida para a maioria das espécies da tribo Euglossini, o0 objetivo deste trabalho
foi ampliar os conhecimentos sobre aspectos da biologia de nidificacdo no género
Euglossa. A estratégia de ninhos-armadilha foi utilizada para obtengcédo dos ninhos,
dada a sua eficacia em atrair fémeas nidificantes. Os esfor¢os foram concentrados
na obtencdo de ninhos do género Euglossa, pois 0os ninhos obtidos neste estudo
foram posteriormente utilizados em analises de comportamento, conforme sera

descrito no segundo capitulo.
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2 Material e Métodos

Para obtencdo dos ninhos, foram utilizados dois tipos de ninhos-
armadilha. Um dos tipos consistia em seccdes de bambu, fechadas em uma das
extremidades pelo proprio né, com diferentes didametros e comprimentos, as quais
foram agrupadas em conjuntos de 10 unidades. Também foram utilizadas caixas de
madeira com diferentes dimensdes (7,0 x 7,0 X 5,0 cm e 10 x 10 X 5,0 cm) e com
uma abertura circular em uma das faces (diametro de 1,2 cm).

As armadilhas foram distribuidas no campus da Universidade Federal
de S&o Carlos, SP (UFSCar) (21° 59 0.091” S; 47° 52’ 47.721” W), no Horto
Florestal Municipal “Navarro de Andrade” (distando 2 km da UFSCar) (21° 59’
16.584” S; 47° 52’ 23.456” W) e na Universidade de Sao Paulo — Campus de
Ribeirdo Preto, mais especificamente na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras e
no Departamento de Genética da Faculdade de Medicina (21° 09’ 46.0” S; 47° 571’
39.4” W e 21° 10' 10.1”; S 47° 51’ 34.6” W). O periodo de amostragem ocorreu
entre maio de 2012 a dezembro de 2014, exceto no Campus da USP de Ribeirdo
Preto, onde o periodo foi de dezembro de 2012 a dezembro de 2014.

As armadilhas foram dispostas em locais protegidos contra as
intempéries, aproveitando as proprias construcdes existentes nas diferentes areas.
Sendo assim, ndo foi possivel estabelecer um numero fixo de armadilhas por area;
ele foi variavel e dependente da quantidade de sitios disponiveis para instalacdo das
armadilhas em cada area.

A inspecao e limpeza dos ninhos foram feitas quinzenalmente, sempre
gue possivel. Quando um ninho em fundacao era encontrado, a atividade da fémea
era observada durante o dia (no periodo entre 9 e 16 horas). O ninho era levado

para o laboratério apenas quando havia indicios de que a fémea havia interrompido
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suas atividades reprodutivas e estava aguardando o nascimento da prole. Supunha-
se que as atividades haviam cessado quando, em horarios que costumam ser pico
de atividade de coleta de podlen e resina, geralmente das 10 as 16 horas, a entrada
do ninho ficava fechada durante a maior parte do tempo, indicando que a fémea
estava no seu interior. Alguns ninhos foram cedidos pela Profa. Dra. Solange
Cristina Augusto, pela Dr. Morgana Silveira Sazan e pelo Prof. Dr. Carlos Alberto
Garofalo, coletados, respectivamente, nas regides de Uberlandia (MG), Indaiatuba
(SP) e Jundiai (SP).

Apesar da data precisa de fundacdo ndo ser conhecida para a maioria
dos ninhos coletados, a partir da data de captura e do numero de células presentes
no momento da coleta foi possivel ter uma estimativa de quando eles foram
fundados. No entanto, em algumas situag@es, 0 processo de fundacéo foi observado

desde o inicio, de forma que, para estes ninhos, a data de fundacao € precisa.

2.1 Andlise estatistica dos dados
O teste- t de Student foi realizado para comparar possiveis diferencas
no tempo de desenvolvimento dos individuos da prole. Estas analises foram

realizadas no programa BioStat 5.3 (AYRES; AYRES, 2007).

3 Resultados
3.1 Ninhos de Euglossa capturados em cavidades artificiais

Nas areas amostradas, foram coletados 44 ninhos de Euglossa.
Destes, sete eram de E. townsendi, 20 de E. cordata e um de E. truncata. N&o foi
possivel identificar a espécie dos outros 16 ninhos pelos seguintes motivos: por nao

terem sido observadas as emergéncias dos machos (n= 6); porque s6 emergiram
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fémeas (n= 2); pelo fato de s6 terem emergido parasitas (n=3); por terem emergido
apenas parasitas e fémeas (n = 3) ou por ndo ter ocorrido emergéncias no ninho (n=
2). Foram verificadas fundacdes ao longo dos dois anos de amostragem, com uma
acentuada diminuicdo no numero de ninhos capturados no periodo de Julho a

Novembro (Figura 1).

Numero de ninhos
(8]
1

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
Meses

Figura 1. Numero de ninhos de Euglossa capturados nas armadilhas por més,
considerando os trés anos (2012 - 2014) de amostragem.

Apenas em seis ninhos coletados (Tabela 1) havia indicios de que eles
ja poderiam ter sido reativados, como a presenca de mais de uma fémea no ninho,
células das quais ja haviam emergido individuos e o proprio aspecto do ninho; os
demais eram resultantes do processo de fundacao solitaria. A fémea fundadora foi
encontrada em 27 ninhos (Tabela 2). Em relagdo aos ninhos que, quando
encontrados, ja apresentavam sinais de reativacdo, em quatro deles uma ou mais
fémeas estavam presentes (Tabela 2).

Em todos os ninhos coletados em bambu havia uma parede de resina

na parte anterior, a qual tinha uma entrada circular de tamanho suficiente para que a



26

fémea passasse por ela. Nos ninhos estabelecidos em caixas de madeira, o orificio
circular da caixa teve seu diametro diminuido pela construcdo de uma parede de
resina no centro da qual havia um orificio que seria a entrada propriamente dita
(Figura 2). As frestas existentes no bambu ou na caixa de madeira estavam vedadas
com resina. O diametro dos bambus utilizados, bem como o espaco ocupado pelo
ninho dentro do bambu foi variavel (Tabela 1).

Com relacdo aos tipos de armadilha utilizados pelas fémeas
nidificantes, as caixas com dimensdes menores (7 X 7 x 5 cm) foram as mais
utilizadas; secundariamente, as fémeas preferiram seccfes de bambu, sendo que as
caixas com dimensf@es maiores (10 x 10 x 8 cm ou 9 x 9 x 10 cm) se mostraram
pouco eficazes na atracdo das fémeas. No entanto, uma observacdo importante é
que todos os ninhos de E. townsendi foram construidos em bambu. Por outro lado, a
maioria dos ninhos de E. cordata foi coletada em caixas de madeira. Comparando o
diametro dos bambus utilizados por ambas as espécies, foi possivel perceber que E.

townsendi preferiu bambus de menor diametro (Tabela 1).
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Tabela 1. Data e local da coleta de ninhos de espécies de Euglossa, tipo e dimensdes (diametro e comprimento) das armadilhas
ocupadas pelas fémeas e espagco (comprimento, em cm) ocupado pelo ninho estabelecido em seccdo de bambu.
(continua)

Dimensdes da armadilha

Espécies de | Cadigo do Data e local da Tipo A Espaco (cm) ocupado

Euglossa ninho coleta ou de armadilha diametro comprimento (cm) pelo ninho no bambu

(fundacéo) da entrada (cm)

E. townsendi BOT82 18/12/2012 bambu 1,4 ? 13,5
E. townsendi ALIMP11 04/03/2013 bambu 1,9 17,9 15,0
E. townsendi BOTL12 25/01/2013 bambu 1,3 ? 13,2
E. townsendi BOTL32 10/04/2013 bambu 1,5 25,3 18,9
E. townsendi INDA26 03/05/2013 bambu 1,4 22,2 13,3
E. townsendi INDAA4S 03/05/2013 bambu 1,8 21,5 14,7
E. townsendi INDAGS 03/05/2013 bambu 1,6 ? 8,2

E. cordata CPROF242 20/02/2013 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata ALIMP22 08/03/2013 bambu 1,2 ? 10,9

E. cordata API|182 13/03/2013 caixa de madeira 1,2 10,0x10,0x8,0

E. cordata CINT15a 18/03/2013 caixa de madeira 1,2 10,0x10,0x8,0

E. cordata CINT252 18/03/2013 caixa de madeira 1,2 10,0x10,0x8,0

E. cordata CPROF3%2 10/04/2013 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata FFCL25 (14/04/2013) caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata INDA1S 03/05/2013 bambu 2,3 15,0 11,5

E. cordata INDASS 03/05/2013 bambu 2,2 ? 10,4

E. cordata FFCL5°® (17/06/2013) caixa de madeira 12 7,0x7,0x5,0

E. cordata GEN12a 26/06/2013 caixa de madeira 1,2 9,0x9,0x10

E. cordata GEN32 09/11/2013 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata FFCL75 07/01/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata FFCL8% 15/01/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata API138 28/01/2014 bambu 2 12,5 8,2

E. cordata BOT122 16/01/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata CCBS12 11/04/2014 bambu 1,7 32,0 26,9

E. cordata GENG62 04/06/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata API148 04/06/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. cordata FFCL95 (21/08/2014) caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

E. truncata JAPI17 31/01/2014 bambu 1,6 14,0 13

E. sp. BOT10? 18/12/2012 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0




Dimens&es da armadilha
Espécies de | Cddigo do Data e local da Tipo A Espaco (cm) ocupado
Euglossa ninho coleta ou de armadilha diametro comprimento (cm) pelo ninho no bambu
(fundacéo) da entrada (cm)
E. sp. HORT23 19/02/2013 bambu 14 ? 18,7
E. sp. BOT11? 05/02/2013 bambu 15 ? 13,9
E. sp. FFCL15 (02/04/2013) caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. FFCL3% (24/05/2013) caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. FFCL45 (10/06/2013) caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. BOTL2?2 19/02/2013 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. AP|28 30/11/2013 bambu 1,6 15,7 14
E. sp. LBOT4? 09/12/2013 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. LBOT5? 09/12/2013 bambu 15 12,9 7,0
E. sp. GEN42 19/12/2013 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. CPROF6* 16/01/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. GEN22 16/01/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. GEN5? 16/01/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. BOT152 05/02/2014 caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0
E. sp. FFCL10° (19/09/14) caixa de madeira 1,2 7,0x7,0x5,0

28

1 Uberlandia (MG), 2 Campus da UFSCar (S&o Carlos, SP), 3 Horto Florestal Municipal “Navarro de Andrade” (Sdo Carlos, SP),* Area urbana na cidade de
S&o Carlos (SP), SFFCLRP - Campus da USP- Ribeirdo Preto (SP), ¢ Indaiatuba (SP). “Serra do Japi (SP). 8FMRP (Departamento de Genética) — Campus da
USP — Ribeirdo Preto (SP), 2 ninhos coletados com evidéncias de ja terem sido reativados. ? = medida nao realizada.



29

Tabela 2. Condi¢cdes do ninho no momento da coleta, cédigo do ninho, espécie de

Euglossa, nimero de adultos no ninho, quantidade e disposi¢do de células.

Espécies de Codigo do | Numero de | Numero de Disposigdo das
Euglossa ninho fémeas células células
E. townsendi BOT8 12 114 linear
E. townsendi BOTS 0 2d; 99 linear
E. townsendi BOT8 12 114 linear
E. townsendi BOTS 10 1d9; 1f linear
E. townsendi BOTS 10 39 1e; 49 linear
E. townsendi BOT8 12 194 linear
E. townsendi BOT8 12 154 linear
E. cordata CPROF2 1¢ 3d: 69 favo
E. cordata ALIMP2 0 3d: 49 linear
E. cordata API1 0 144d; 29 favo
E. cordata CINT1 1° 2h favo
E. cordata CINT2 1° 2h favo
E. cordata CPROF3 2¢ 2d: 29 favo
E. cordata FFCL2 1a 74 favo
E. cordata INDA1 0 144; 59 linear
E. cordata INDA5S 1a 144 linear
E. cordata FFCL5 1a 4d favo
E. cordata GEN1 2¢ 69 19 favo
E. cordata GEN3 12 64 favo
E. cordata FFCL7 12 9d favo
E. cordata FFCLS8 12 8d favo
E. cordata API3 12 8d linear
E. cordata BOT12 12 69 1¢ favo
E. cordata CCBS1 1a 9d linear
E. cordata GENG6 1a 44 1¢ favo
E. cordata APl4 12 3d favo
E. cordata FFCL9 1a 4d favo
E. truncata JAPI1 12 114 linear
E. sp. BOT10 0 5d: 1€ favo
E. sp. HORT2 0 7d: 1€ linear
E. sp. BOT11 0 6¢ linear
E. sp. FFCL1 12 8d favo
E. sp. FFCL3 12 2d favo
E. sp. FFCL4 12 2d: 1e favo
E. sp. BOTL2 0 5d: 1€ favo
E. sp. API2 0 5d linear
E. sp. LBOT4 12 7d favo
E. sp. LBOT5 0 19; 1¢ *1
E. sp. GEN4 10 3d: 1¢e; 1 favo
E. sp. CPROF6 12 4d favo
E. sp. GEN2 0 6¢ favo
E. sp. GEN5 0 49:4i favo
E. sp. BOT15 12 1d *1
E. sp. FFCL10 12 5d favo

3fémea fundadora encontrada viva no ninho; b fémea fundadora encontrada morta no ninho; © fémeas
reativadoras encontradas vivas no ninho; 9 células fechadas; ¢ células em aprovisionamento; f células
em construcao; 9 células das quais ja haviam emergido individuos; " néo foi possivel contar as células,
devido ao estado de deterioracéo; ' células amassadas;*1 ndo foi possivel determinar a disposi¢éao,
pois havia apenas uma ou duas células.
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A resina utilizada na construcdo das células era de coloracdo escura,
exceto em trés ninhos (INDA5, FFCL4, FFCL10) nos quais ela tinha uma coloracéo

amarelada (Figura 2) e em outro (BOT 15) uma coloracéo acinzentada (Figura 3).

#INDA 5 N - #FFCL4

1cm

Figura 2. Ninhos INDA5 (Euglossa cordata) e FFCL4 (Euglossa sp.) com as células e
a entrada (E) construidas com resina de coloragdo amarelada.

Figura 3. Ninho BOT15 (Euglossa sp.), com destaque para a entrada (E) do ninho
(a), célula e resina espalhada no fundo da caixa com coloragéo acinzentada (b).

A disposicdo das células dentro do ninho foi linear ou em favo (Tabela
2, Figuras 4 e 5). Quando dispostas linearmente, as células se encontravam: 1)
completamente isoladas umas das outras; 2) todas juntas; 3) algumas células
isoladas e outras juntas, ou; 4) apresentavam mais de uma série linear de células,
as quais poderiam estar dispostas, em cada série, no mesmo padrdo descrito

anteriormente (Figura 5). Além disso, as células podiam ter sido construidas de
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forma que apresentassem eixos verticais paralelos ou ligeiramente inclinados

(Figura 5).

Figura 4. Ninho FFCL7 de Euglossa cordata, com as células dispostas em forma de
favo. E = entrada do ninho.
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#INDA1

Figura 5. Vista interna dos ninhos: a) INDAL, Euglossa cordata; b) INDA5, Euglossa
cordata; c) INDA2, Euglossa townsendi; d) INDA4, Euglossa townsendi; e) INDAG,
Euglossa townsendi; f) BOT8, Euglossa townsendi; g) JAPI1, Euglossa truncata; h)
BOT11, Euglossa sp. Diferentes tipos de disposi¢cdo das células nos ninhos. P =
parede de resina que delimita o espaco ocupado pelo ninho e que contém a entrada
do ninho propriamente dita.
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O numero de células construidas em cada ninho foi variavel (Tabela 2).
No caso de dois ninhos (CINT1 e CINT2), que quando coletados ja haviam sido
reativados, ndo foi possivel contar o nimero de células devido ao estado de
deterioracdo de algumas delas. Por meio da observacdo da sequéncia de
nascimento dos individuos foi possivel identificar a presenca de células mais novas
tanto perto da entrada como no fundo do ninho. Isto indica que nédo ha padréo
evidente na sequéncia de construcao das células.

Ao nascerem, as abelhas deixaram suas células, abrindo com as
mandibulas um arco na regido apical da célula até que a tampa pudesse ser aberta,
apos forca-la com sua cabeca. Em alguns casos, ap0s a emergéncia, a célula
manteve-se aberta com a tampa completamente destruida ou presa por apenas um
lado da célula. Em outros casos, a tampa permaneceu intacta e em posicdo como se
ainda estivesse fechada.

Nas situacdes em que foram acompanhadas emergéncias no ninho, foi
possivel estimar o tempo de desenvolvimento dos imaturos; tais dados forneceram

uma estimativa do periodo entre a oviposi¢cao e emergéncia dos adultos (Tabela 3).



Tabela 3. Periodo (em dias) entre a coleta dos ninhos de Euglossa e a emergéncia dos individuos produzidos e/ou de parasitas.
N = numero de emergéncias acompanhadas. (continua)

Espécies de Cédigo Data da Periodo (em dias) entre a data de coleta e as emergéncias Parasitas
Euglossa do ni Fémeas (N) Machos (N) Parasitas (N)
0 ninho coleta - - - encontrados
min. max. min. max. min. max.
E.townsendi | BOT8 | 18/12/2012 72 ) 62 66 | (8) PO"St(S’erpha
E. townsendi | ALIMP12 | 04/03/2013
E. townsendi BOTL1 25/01/2013 58 67 (2) 65 (1)
E. townsendi BOTL3 10/04/2013 75 (1)
E. townsendi INDA2 03/05/2013 9 @
E. townsendi INDA4 03/05/2013 15 49 (5) 18 42 (4)
E.townsendi | INDA6 | 03/05/2013 | 41 66 (5) 35 (1)
E. cordata CPROF2° | 20/02/2013
E. cordata ALIMP2 08/03/2013 59 (1)
E. cordata API1 | 13/03/2013 12 @ | 13 24 | (2 1 50 | (4) PO"StcS’B“’rpha
E. cordata CINT1 18/03/2013 48 64 3)
E. cordata CINT2 18/03/2013 10 (1)
E. cordata CPROF32 | 10/04/2013
Aximopsis
E. cordata INDA1 03/05/2013 27 37 (208) masneri
E. cordata INDAS 03/05/2013 10 55 (6) 28 39 2
E. cordata GEN1 26/06/2013 | 76 90 3 82 90 3
E. cordata GEN3 09/11/2013 43 65 3)
E. cordata API3 29/01/2014 | 34 53 (2)
E. cordata BOT12 16/01/2014 34 46 (3)
E. cordata CCBS1 11/04/2014 54 (1) 50 (1)
E. cordata GEN6 04/06/2014
E. cordata APl4 04/06/2014 85 (1)
E. truncata JAPI1 31/01/2014 15 21 (5)
E. sp. BOT10 | 18/12/2012 70 1) 64 69 | (3) PO"Stggmrpha
E. sp. HORT2 | 19/02/2013 41 1) 26 41 (5) | Coelioxys sp.
E. sp. BOT11? 05/02/2013
E. sp. BOTL2 19/02/2013 58 61 (2)
E. sp. API2¢ 30/11/2013
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Espécies de Codigo Data da Periodo (em dias) entre a data de coleta e as emergéncias Parasitas
Euglossa 9 Fémeas (N) Machos (N) Parasitas (N)
do ninho coleta - - - encontrados
min. max. min. max. min. max.
E. sp. LBOT4 09/12/2013 13 (1)
E. sp. LBOT5¢ | 09/12/2013
E. sp. GEN4 19/12/2013 | 40 45 (2)
Hoplostelis
E. sp. CPROF6 | 16/01/2014 50 (@D)] nigritula
E. sp. GEN2 | 16/01/2014 52 55 | (6) Hoplostelis
nigritula
E. sp. GEN5 16/01/2014 | 59 62 2
E. sp. BOT15 05/02/2014 38 (1)

anenhuma emergéncia do ninho foi acompanhada; ° individuos adultos mortos dentro das células; ¢larvas mortas dentro das células.
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3.2 Processos de fundacao de ninhos acompanhados diariamente

Foram acompanhados nove processos de fundacdo de ninhos. Todos
0s ninhos acompanhados encontravam-se no meliponario da Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto e imediacdes. Trata-se da fundacéo dos ninhos
FFCL1, FFCL3, FFCL10 (Euglossa sp.) e FFCL2, FFCL4, FFCL5, FFCL7, FFCLS,

FFCL9 (E. cordata).

3.2.1 Comportamentos observados nos processos de fundacéo

As fémeas fundaram os ninhos solitariamente e o0 processo de
fundacédo teve inicio com a constru¢cdo de uma entrada de resina. Como descrito
anteriormente, durante a construcdo da entrada as fémeas diminuem o orificio
circular da caixa ou do gomo de bambu com a constru¢cdo de uma parede de resina;
no centro desta parede fica um orificio que é a entrada propriamente dita.
Posteriormente, elas coletaram resina e armazenaram esse material de forma
espalhada pelo ninho, formando varios monticulos, vedaram as frestas existentes na
caixa e entdo deram inicio ao processo de construcdo de células (Figura 6). Elas
construiram, aprovisionaram e ovipositaram uma célula por vez. ApGs este periodo,
as fémeas ficaram inativas, aguardando o nascimento da prole. Elas passaram a
maior parte do tempo no ninho, mantendo a entrada fechada e foram dificiimente

vistas fora do ninho.
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1cm

Figura 6. Ninho de Euglossa cordata (FFCL8) no inicio de sua fundacédo, com a
entrada ja construida (E), resina espalhada pelo ninho e a primeira célula em fase
inicial de construgéo (C).

A fundacédo dos ninhos FFCL1, 2, 4, 5, 7, 8, 9 e 10 ocorreu nos dias
02/04/2013, 14/04/2013, 10/06/2013, 17/06/2013, 07/01/2014, 15/01/2014,
21/08/2014 e 19/09/2014, respectivamente. O numero de dias que as fémeas
ficaram ativas foi variavel, assim como o periodo de atividade do ninho, nUmero de

células construidas e periodos de emergéncia nestes ninhos (Figura 7).
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Figura 7. Fundacdo de ninhos de Euglossa cordata (FFCL2, 5, 7, 8 e 9) e Euglossa
sp. (FFCL1, 4 e 10). Periodo de atividade, inatividade e de emergéncias, em dias,
nos ninhos. Numero de células construidas durante o periodo de atividade das
fémeas (n).

A fundacdo do ninho FFCL3 sera tratada separadamente devido as

suas particularidades. Este ninho foi fundado solitariamente e duas células foram

construidas em um periodo de dez dias. Posteriormente, a fémea fundadora ficou

inativa por 17 dias, quando passou a ndo ser mais vista no ninho. Quatro dias

depois, uma nova fémea apareceu no ninho. Ela abriu as duas células anteriormente

ovipositadas pela primeira fémea, fechando-as no intervalo de um e trés dias depois.
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Apos fechar estas células, no periodo de 13 dias, ela construiu, aprovisionou e
operculou outras duas células. Posteriormente, deu inicio a construcdo de mais uma
célula. No entanto, na fase de aprovisionamento desta célula, ela interrompeu suas
atividades. A fémea ficou inativa no ninho durante 43 dias, quando passou a nao ser
mais vista no ninho. Apés 20 dias, uma terceira fémea apareceu no ninho. Esta
fémea ndo abriu nenhuma célula anteriormente fechada. Ela terminou de
aprovisionar a célula deixada aberta pela fémea anterior, ovipositou e operculou-a
um dia apoés ter chegado. No intervalo de 13 dias ela construiu, aprovisionou e
fechou trés células. Apos este periodo, ela ficou 25 dias inativa no ninho, quando foi
encontrada morta no seu interior. Posteriormente, foi constatado que este ninho

estava parasitado, conforme descrito no topico 3.3.

3.2.2 Duracéo do periodo de desenvolvimento dos individuos da prole

Para os ninhos que tiveram os processos de fundacdo acompanhados
desde o inicio foi possivel determinar o periodo de desenvolvimento dos individuos e
a época do ano em que as oviposicdes foram realizadas, se na estacédo fria e seca
(de marco a agosto) ou na quente e umida (setembro a fevereiro) (Tabela 4). A
comparacdo das meédias mostrou que o tempo de desenvolvimento dos individuos

foi significativamente maior na estacao fria e seca (p < 0.0001; t = 10,43).
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Tabela 4. Duragéo (em dias) do desenvolvimento dos individuos provenientes dos ninhos de Euglossa cordata (FFCL2,5,7,8e 9) e
Euglossa sp. (FFCL1, 4 e 10), de acordo com a estagdo do ano: quente e chuvosa (de setembro a fevereiro: S/F); fria e seca (de
marco a agosto: M/A).

Corﬂ'r‘;fodo FFCL1 FECL2 FFCL4 FFCL5 FFCL7 FFCL8 FFCL9 FECL10

Periodode | o | \\/a SIF M/A SIF M/A SIF M/A SIFE | MIA | SIF | MIA | SIF | MIA | SIF| MIA

oviposi¢ao

Nimero de i 4 3 4 2 2 4 2 5 . 4 . 4 - 1 -
emergencias
Duragdo (em | 80 58 105 70 110 60 97 67 . 62 - 64 - 56 -
dias) minima
Duracéo (em - - - -
dias) maxima | - 03 63 113 71 112 54 92 61 66 67 56

2t | 865% | 59,66 | 108,75 | 70,05 | 111+ | 57,25 | 945 | 63,83 6425t | 65 ] ]
+dp 6,45 | +289 | +386 | +0,71 | 1,41 | 377 | +353 | +2.64 1,71 +1,41




41

3.3 Parasitismo nos ninhos

Os ninhos atacados por espécies parasitoides ou cleptoparasitas
representaram cerca de 20% dos ninhos obtidos. Tanto os ninhos de E. cordata, E.
townsendi, como cinco ninhos de espécies nado identificadas de Euglossa foram
atacados. Trés ninhos foram atacados pelo parasitoide Polistomorpha sp.
(Hymenoptera, Chalcidoidea, Leucospidae), um pelo parasitoide Coelioxys sp.
(Hymenoptera, Megachilidae), um pelo parasitoide Aximopsis masneri Gates, 2009
(Hymenoptera, Chalcidoidea, Eurytomidae), dois ninhos pelo cleptoparasita
Hoplostelis nigritula (Friese, 1910) (Hymenoptera, Megachilidae), o outro ninho foi
parasitado pelo parasitoide Anthrax oedipus Fabricius, 1805 (Diptera, Bombylidae) e

por A. masneri (Tabela 5).
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Tabela 5. Ninhos atacados por parasitoides ou cleptoparasitas, numero de células operculadas no momento da coleta do ninho,
namero de células das quais emergiram parasitoides ou cleptoparasitas, data de coleta ou fundacdo do ninho e estimativa do
tempo de desenvolvimento em dias a partir da data e coleta ou fundacéo.

oo . Namero de | Namero de - Cédigo Data da Estimativa do tempo
Parasitoide ou Cleptoparasita . . Espécie de .
células células do coleta ou de do desenvolvimento
encontrado ; Euglossa . ~ .
operculadas | parasitadas ninho (fundacéo) em dias
Polistomorpha sp. 14 6 E. cordata API1 13/03/2013 495+ 1
Polistomorpha sp. 11 8 E. townsendi BOTS 18/12/2012 63,87 £ 1,72
Polistomorpha sp. 5 3 E. sp. BOT10 18/12/2012 66,33+ 2,51
Coelioxys sp. 7 5 E. sp. HORT2 19/02/2013 31,8+ 5,71
Aximopsis masneri 14 12 E. cordata INDA1 03/05/2013 30,25 + 4,09
Aximopsis masneri/ Anthrax oedipus 4 2/2 E. sp. FFCL3 (05/09/2013) 83 £ 21,21 /50
Anthrax oedipus 5 2 E. sp. FFCL10 | (19/09/2014) 545+ 2,12
Hoplostelis nigritula 6 6 E. sp. GEN2 16/01/2014 50,5 + 1,38
Hoplostelis nigritula 4 1 E. sp. CPROF6 16/01/2014 51




43

Fémeas de H. nigritula foram capturadas invadindo oito ninhos de
Euglossa (CINT1- E. cordata; CPROF6 - Euglossa sp.; GEN2 - Euglossa sp.; FFCL1
- E. cordata; FFCL4 - Euglossa sp.; FFCL5 - E. cordata; FFCL7 — E. cordata e
FFCL10 - Euglossa sp.), além deste cleptoparasita ter sido verificado emergindo dos
ninhos. Em um destes ninhos (CPROF6) aconteceram trés invasdes, por diferentes
fémeas. Em todos os ataques, a fémea de H. nigritula estava sozinha no ninho e a
entrada encontrava-se fechada, o que sugere que o parasita havia expulsado a
fémea de Euglossa do ninho e fechado a entrada, na tentativa de inibir seu retorno.
Em todas as situacdes, a fémea de H. nigritula foi coletada e, posteriormente,
sacrificada. Além disso, a entrada do ninho foi aberta com o auxilio de uma pinca,
para que a fémea de Euglossa ndo encontrasse a entrada fechada quando tentasse
retornar ao ninho. Com excecao de cinco invasdes, H. nigritula chegou a abrir uma
célula operculada do ninho. Nas células abertas que continham larvas, as mesmas
foram encontradas no assoalho do ninho, indicando que o cleptoparasita tinha

aberto as células e retirado as larvas de seu interior (Figura 8).

Figura 8. Ninho de Euglossa cordata apés ataque do cleptoparasita Hoplostelis
nigritula, com destaque para as larvas que foram retiradas do interior das células
pelo cleptoparasita.
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Com relagdo ao parasitoide A. masneri, uma observacao interessante
foi a raz&8o sexual muito deslocada para fémeas na prole produzida pelo parasita. No
ninho INDAL, das oito células parasitadas nasceram ao todo 179 fémeas e 29
machos. Ja no ninho FFCL3, das duas células parasitadas nasceram 41 fémeas e
sete machos. Deste modo, a razdo sexual em ambos os ninhos foi de cerca seis
fémeas para um macho. Varios ovos deste parasitoide parecem ser colocados todos
em uma mesma célula, pois de uma uUnica célula emergiram muitos parasitoides ao
mesmo tempo através de um pequeno orificio (Figura 9). No ninho FFCL3 foi
encontrada uma fémea de A. masneri no interior do ninho, ela foi retirada e,
posteriormente, sacrificada. No entanto, foi constatado, posteriormente, que de duas
células emergiram individuos de A. masneri. Em uma das células as emergéncias
ocorreram 31 dias e na outra 61 dias ap6s a fémea de A. masneri ter sido
encontrada no ninho. No momento em que a fémea parasitoide foi encontrada, o
ninho de Euglossa estava desabitado, pois a fémea residente havia sido encontrada

morta no ninho alguns dias antes.

Figura 9. Ninho INDAL de Euglossa cordata, focando o pequeno orificio em uma das
células, por onde emergiram os parasitoides AXimopsis masneri.
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Além dos imaturos terem sido atacados, duas fémeas adultas foram
atacadas por Melaloncha ronnai (Diptera, Phoridae), uma espécie parasitoide.
Tratava-se de uma fémea de E. cordata (ninho CPROF3) e outra de E. townsendi
(ninho BOTL3). A fémea de E. townsendi era a fundadora do ninho, havia fechado
apenas uma célula e tinha dado inicio ao processo de constru¢cdo de uma segunda
célula. J4 a fémea de E. cordata era uma das reativadoras, mais especificamente a
que fazia as atividades de forrageamento e construcéo de células, enquanto a outra
fémea permanecia a maior parte do tempo no ninho. Tais observacfes sugerem
gue ambas as fémeas foram parasitadas fora dos ninhos, durante suas atividades
de campo. Nos dois casos, o parasita emergiu do térax das fémeas.

Como nao havia relatos na literatura do parasitoide Melaloncha ronnai
atacando abelhas da tribo Euglossini, os resultados apresentados aqui, somados a
mais um relato de parasitismo de uma fémea de E. cordata, verificado por Garoéfalo,
C.A., foram publicados em uma nota intitulada: "A scientific note on the first records
of Melaloncha Brues, 1904 (Diptera: Phoridae) parasitizing Euglossini and Centridini

bees" apresentada ao final do presente trabalho na forma de Anexo.

4 Discusséo

As datas de coleta dos ninhos indicam que eles foram
preferencialmente estabelecidos na estacdo quente e chuvosa. Esta observacao
esta de acordo com o que foi descrito para E. townsendi (GAROFALO et al., 1993;
AUGUSTO; GAROFALO, 2004), E. truncata, E. pleosticta, E. melanotricha
(GAROFALO et al., 1993) e E. atroveneta (RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996). De

acordo com Augusto e Garofalo (2004), isto deve refletir a maior disponibilidade de



46

recursos alimentares durante este periodo do ano nas regides onde os estudos
foram realizados.

A fundacdo do ninho por uma unica fémea € uma caracteristica
frequentemente reportada para as espécies de Euglossa, sugerindo ser um padréo
(GAROFALO, 1985; RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996; AUGUSTO; GAROFALO,
2004, 2007 e 2011); excecgOes foram relatadas apenas para E. annectans
(GAROFALO et al., 1998) e E. hyacinthina (SOUCY et al., 2003). Do mesmo modo,
a fundacado do ninho em cavidades preexistentes também parece ser mais frequente
guando comparada a construcdo de ninhos aéreos. A fundacdo em cavidades
preexistentes ja foi descrita para E. cordata (GAROFALO, 1985; AUGUSTO;
GAROFALO, 2011), E. townsendi (GAROFALO et al, 1993; AUGUSTO;
GAROFALO, 2004), E. melanotricha (AUGUSTO; GAROFALO, 2007; ANDRADE-
SILVA; NASCIMENTO, 2012), E. fimbriata (AUGUSTO; GAROFALO, 2009), E.
viridissima (VAZQUES; AGUILAR, 1990; COCOM PECH et al, 2008;
ZIMMERMANN et al., 2009), E. nigropilosa (OTERO et al., 2008), E. pleosticta, E.
truncata (GAROFALO et al., 1993), E. imperialis (ROBERTS; DODSON, 1967), E.
intersecta (DODSON, 1966), E. piliventris (JANVIER, 1955), E. hemichlora
(DODSON, 1966; ZIMMERMANN et al., 2009), E. erythrochlora (DRESSLER, 1982),
E. dilemma (ZIMMERMANN et al., 2009), E. analis (BODKIN et al.,, 1918 apud
GAROFALO, 1994), entre outras espécies. Por outro lado, os ninhos aéreos foram
descritos apenas para E. hyacinthina (EBERHARD, 1988; SOUCY et al., 2003), E.
championi (EBERHARD, 1988), E. turbiniflex (DRESSLER, 1982; YOUNG, 1985) e
para E. dodsoni (DODSON, 1966).

Com relacdo aos tipos de armadilha utilizados pelas fémeas

nidificantes, houve uma distingdo entre os tipos preferidos por elas, enquanto as
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fémeas de E. cordata preferiram as caixas de dimensdes menores (7 x 7 x 5 cm), as
fémeas de E. townsendi, utlizaram exclusivamente os bambus. Além disso,
comparando os diamentros dos bambus utilizados por ambas as espécies é possivel
perceber que as fémeas de E. towsendi preferiram os de menor diamentro. No
estudo realizado por Garoéfalo et al. (1993), todos os ninhos de E. townsendi foram
construidos em gomos de bambu e as fémeas desta espécie também preferiram os
de menor diametro. Este resultado mostra a importancia da combinacdo de
diferentes tipos de armadilhas para a captura de ninhos de Euglossa, pois, de
acordo com a espécie, pode haver uma preferéncia por determinado tipo ou
tamanho de cavidade.

O comportamento de vedar frestas dos ninhos com resina e diminuir a
entrada do ninho-armadilha com uma parede de resina, formando o que se torna de
fato a entrada, também ja foi descrito tanto para as espécies de Euglossa coletadas
neste estudo como para outras espécies do género (GAROFALO, 1985;
GAROFALO, 1992; GAROFALO et al., 1993; AUGUSTO; GAROFALO, 2004, 2011,
ANDRADE-SILVA, 2012).

A construcdo de células em uma disposi¢cdo do tipo favo, quando as
fémeas utilizam caixas de madeira e um padrao linear quando constroem o ninho em
bambu, observada neste estudo para E. cordata, foi observada para E. truncata por
Garofalo et al. (1993). De acordo com estes autores, isto reflete a plasticidade para
utilizar cavidades de diferentes tamanhos e formatos. Do mesmo modo, a
construgcdo de mais de uma fileira de células, nos ninhos de E. townsendi
estabelecidos em cavidades maiores, também refletiria esta plasticidade.

Durante os processos de fundacdo ou reativacdo do ninho, apos

interromperem suas atividades reprodutivas, as fémeas passaram por um periodo de
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inatividade. Elas dificilmente saiam do ninho, passando a maior parte do tempo
dentro dele. O numero de células construidas e o comportamento de inatividade,
aqui observados, sdo similares ao relatado por outros autores ndo sO para as
mesmas espécies aqui estudadas como para outras espécies de Euglossa
(GAROFALO, 1985; RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996; COCOM PECH et al., 2008;
AUGUSTO; GAROFALO, 2004; 2009; 2011; ANDRADE-SILVA; NASCIMENTO,
2012).

Dos 44 ninhos coletados, em 27 deles as fémeas fundadoras foram
encontradas no ninho e, em 24 situacfes, estas fémeas estavam vivas. Tanto nos
ninhos de E. townsendi como de E. cordata e no Unico ninho de E. truncata, fémeas
fundadoras foram encontradas vivas no ninho. Isto sugere que a maioria das fémeas
fundadoras nos ninhos destas espécies possui grande chance de participar de um
primeiro processo de reativacdo do ninho. Deste modo, é provavel que grande parte
dos primeiros processos de reativacdo de ninhos nestas espécies ocorreu na
presenca das maes.

Conforme mencionado, nos processos de fundacdo que foram
acompanhados desde o inicio, foi possivel determinar o tempo de desenvolvimento
dos imaturos, o qual foi significativamente maior na estagéo fria e seca. A influéncia
das condicbes climéticas no periodo de desenvolvimento também foi reportada em
estudos anteriores para E. cordata (GAROFALO, 1985), E. pleosticata e E. truncata
(GAROFALO et al., 1993), E. atroveneta (RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996) e E.
fimbriata (AUGUSTO; GAROFALO, 2009).

Em relacdo aos parasitoides ou cleptoparasitas encontrados, existem
alguns relatos na literatura de abelhas do género Coelioxys parasitando os imaturos

de E. pleosticta, E. truncata, E. townsendi, E. melanotricha (GAROFALO et al., 1993)
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e E. annectans (GAROFALO et al., 1998). Ramirez-Arriaga et al. (1996) relatam o
parasitismo de imaturos de E. atroveneta por Coelioxys costaricensis. Também ha
relatos de moscas do género Anthrax parasitando ninhos de E. cordata
(GAROFALO, 1992) e E. annectans (GAROFALO et al., 1998). Os relatos de
parasitismo em ninhos de Euglossa por espécies do género Polistomorpha sao mais
esparsos. Até o momento, existem apenas trés registros: P. fasciata parasitando
ninhos de E. ignita e Euglossa sp. (BOUCEK, 1974 apud MENEZES-JUNIOR, 1992),
o registro de P. conura parasitando Euglossa sp. (BOUCEK, 1974 apud MENEZES-
JUNIOR, 1992) e de P. surinamenses parasitando E. ignita (ROBERTS e DODSON,
1967). Para o parasitoide Aximopsis masneri, h4 apenas um relato, de parasitismo
em ninho de E. townsendi (WERNECK; CAMPQOS, 2010) e algumas informacdes
retiradas de etiquetas entomoldgicas desta espécie parasitando E. variabilis e E.
cybelia (GATES, 2009). Sendo assim, essas informacdes sao muito importantes
para uma melhor compreenséo das associacfes entre as espécies de Euglossini e
seus inimigos naturais.

Conforme descrito, de uma Unica célula emergem muitos individuos de
Aximopsis masneri, provavelmente porque as fémeas deste parasitoide colocam
muitos ovos em uma mesma célula. Uma observacao interessante € a razéo sexual,
muito desviada para fémeas nesta espécie. De acordo com um fendmeno conhecido
como competicdo local por acasalamento, descrito por Hamilton (1967), a prole de
insetos que depositam seus ovos em frutos ou em outros insetos, geralmente
eclode, desenvolve-se e cruza entre si, dentro dos proprios hospedeiros. Nestes
casos, 0 hospedeiro é frequentemente parasitado por uma uUnica fémea. Hamilton
(1967) constatou que nestas situacdes, a selecdo pode favorecer as fémeas que

produzam apenas o numero suficiente de machos para garantir a fecundacéo de
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suas filhas, resultando em um forte viés para a producéo de fémeas. Este fendmeno
tem sido observado em varios insetos parasitas e pode estar relacionado com a
razdo sexual muito deslocada para fémeas aqui encontrada (FREEMAN; HERRON,
2009). No entanto, fémeas de Aximopsis masneri ndo foram verificadas parasitando
0s ninhos, o que dificulta algum tipo de comparacéo neste sentido.

O parasitismo por Hoplostelis nigritula ja foi reportado para ninhos de
E. cordata por Augusto e Garodfalo (1998). Estes autores descrevem uma série de
comportamentos deste cleptoparasita, sendo que alguns também foram observados
no presente estudo. Segundo estes autores, 0 cleptoparasita tem um
comportamento agressivo em relacdo as fémeas ao chegar ao ninho;
frequentemente, ele as expulsa do ninho, chegando a mata-las durante as
interacOes. ApoOs expulsa-las, o cleptoparasita fecha a entrada do ninho. Os autores
descrevem que ele tem um mecanismo para reconhecer células que possuem
pupas, larvas em estagio inicial ou mais avancado de desenvolvimento, ou ovos. A
fémea cleptoparasita comeca abrindo as células com larvas em estagio mais inicial
de desenvolvimento. Ela retira estas larvas das células e coloca 0s seus ovos e
opercula novamente as células. Em seguida, ela parte para as células com ovos,
come-0s e 0s substitui por ovos seus. As células que possuem pupas ou larvas em
estagio mais avancado sao esmagadas pelo parasita, de forma que o contetdo da
célula é destruido. Ainda de acordo com estes autores, a fémea de H. nigritula pode
passar varios dias no ninho; mesmo quando ela sai eventualmente do ninho, ela tem
o comportamento de deixar a entrada fechada, o que pode ser mais um mecanismo
para prevenir que as fémeas de Euglossa retornem aos seus ninhos.

Os comportamentos de parasitismo das demais espécies parecem ser

diferentes do comportamento de H. nigritula, a qual expulsa as fémeas hospedeiras
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do ninho, antes de realizar o parasitismo das células. As fémeas parasitoides do
género Coelioxys colocam seus ovos nas células de abelhas hospedeiras e quando
as larvas eclodem, elas matam os ovos ou as larvas das abelhas hospedeiras e
consomem o alimento larval (VINSON et al., 2011). Algumas espécies de Coelioxys
colocam seus ovos em células parcialmente aprovisionadas e ainda abertas
(DANFORTH; VISSHER, 1993; VINSON et al, 2011). Com relacdo ao
comportamento de ataque aos ninhos, os estudos descrevem que as fémeas de
Coelioxys esperam até que as fémeas hospedeiras saiam do ninho, quando entram
e depositam seus ovos (CANE, 1983; DANFORTH; VISSCHER, 1993; MICHENER,
2007; SCOTT et al., 2000). As descricbes dos comportamentos de parasitismo das
vespas do género Polistomorpha s&o esparsas. Roberts e Dodson (1967)
observaram o parasitismo de ninhos de E. ignita por Polistomorpha surinamensis
(Westwood, 1839). Os autores descrevem duas tentativas de invasao de um ninho
pela fémea parasitoide, que culminam na expulsdo do parasitoide pela fémea
residente. No entanto, no mesmo ninho, ocorreram emergéncias de individuos de
Polistomorpha surinamensis (ROBERTS; DODSON, 1967). Isto indica que as
fémeas parasitoides entram nos ninhos para atacarem as células e, quando a fémea
residente ndo esta presente, a chance delas terem sucesso aumenta. Roberts e
Dodson (1967) descrevem também ovos de P. surinamensis depositados nas larvas
de E. ignita. J& as moscas do género Anthrax ndo precisam entrar nos ninhos para
realizar o parasitismo. O parasitismo pelas espécies de Anthrax requer que as
larvas, apds a eclosao, encontrem sozinhas as ceélulas hospedeiras, pois as fémeas
parasitoides geralmente ovipositam nas proximidades da entrada do ninho

(GERLING; HERMANN, 1976).
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Em relacdo aos ataques do parasitoide A. masneri, ndo existem relatos
dos comportamentos destes individuos nos ninhos das espécies hospedeiras, além
das informacdes obtidas neste estudo. O fato de uma uUnica fémea ter sido
encontrada em um dos ninhos e terem sido verificadas emergéncias de parasitoides
desta espécie neste ninho, indica que as fémeas de A. masneri entram no ninho
para atacar as células. Além disso, a diferenca de um més entre as emergéncias nas
duas células parasitadas por A. masneri sugere que estas células foram parasitadas
em momentos distintos. Outro ponto a ser considerado € que o ninho estava
desabitado no momento em que o parasitoide foi encontrado, 0 que pode sugerir
gue a auséncia de uma fémea no ninho aumente as chances de sucesso desse
parasitoide. No entanto, como as informacfes sado limitadas a um unico registro,
qualquer afirmacédo neste sentido néo seria suficientemente embasada

No caso do parasitoide Melaloncha ronnai, o primeiro relato de
parasitismo em abelhas Euglossini foi recentemente publicado (AMENT et. al., 2014)
e inclui os dados apresentados neste estudo (Anexo). O género Melaloncha agrupa
cerca de 167 espécies e a maioria delas é encontrada na regido neotropical
(BROWN, 2009). A maioria destes forideos € parasitoide de abelhas corbiculadas
eussociais, das tribos Apini, Bombini e Meliponini (RAMIREZ, 1982; BROWN, 2006).
Existe apenas um registro destes forideos atacando abelhas n&o corbiculadas e
facultativamente sociais da familia Halictidae (WCISLO et al., 2004). Desta forma,
estes sdo o0s primeiros registros destes forideos atacando abelhas da tribo
Euglossini.

Este estudo contribui para uma melhoria do cenario atual de escassez
de informacgdes, ao fornecer novos relatos sobre aspectos da biologia de nidificacado

no género Euglossa e informacgdes inéditas, principalmente no que diz respeito aos
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inimigos naturais dos ninhos. Conforme mencionado, alguns relatos de parasitismo
descritos no presente estudo ainda ndo haviam sido reportados e outros apresentam
poucas informacdes. Além disso, este estudo reforca a reconhecida eficiéncia da
estratégia de ninhos-armadilha como metodologia alternativa para uma melhor
compreensao da biologia de nidificacdo das espécies de Euglossini e também para

gue o comportamento das fémeas no interior dos ninhos possa ser estudado.
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CAPITULO II: O processo de reativacdo de ninhos e o desvio reprodutivo em

Euglossa cordata (Hymenoptera, Apidae, Euglossini)

Resumo

Este estudo investigou a correlacdo entre parentesco genético e desvio reprodutivo
em Euglossa cordata. Esta espécie estd incluida em uma tribo considerada
promissora para estudos sobre a evolucdo do comportamento social e,
consequentemente, de divisdo de trabalho reprodutivo — a tribo Euglossini. Nesta
tribo, o género Euglossa € o mais interessante para esses estudos, pois ele agrupa
espécies solitarias, comunais e primitivamente eussociais. Embora o processo de
fundacéo de ninhos em E. cordata seja solitario, a reativacdo ocorre frequentemente
na presenca de mais de uma fémea, com elas estabelecendo diferentes tipos de
associacfes, nas quais o parentesco é diferente. Durante as reativacfes, ocorre
uma nitida divisdo de trabalho reprodutivo, com uma das fémeas assumindo uma
postura dominante. A fémea dominante deixa mais descendentes do que as demais,
acarretando em desvio reprodutivo. O desvio ocorre porque as dominantes
apresentam o comportamento de realizar oofagia, seguida de oviposicdo, em células
operculadas pelas outras fémeas. As observacdes de comportamento e andlises de
parentesco entre a prole e as fémeas reativadoras, realizadas mediante o uso de
marcadores microssatélites, em doze ninhos de E. cordata, indicam que apenas as
fémeas dominantes deixam descendentes. Nos diferentes tipos de associacoes
observadas, entre mée e filhas, irmas, primas e fémeas ndo aparentadas, o desvio
reprodutivo foi completo, ndo sendo observada correlacdo entre parentesco genético

e desvio reprodutivo.
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Palavras-chave: Euglossini, Euglossa cordata, divisdo de trabalho reprodutivo,

desvio reprodutivo.

1 Introducéo

As abelhas da tribo Euglossini sempre foram consideradas promissoras
para estudos sobre a evolucdo do comportamento social (ZUCCHI et al., 1969;
DRESSLER, 1982; GAROFALO, 1994; RAMIREZ et al., 2002; CAMERON;
RAMIREZ, 2001; SOUCY et al., 2003; CAMERON, 2004; GAROFALO, 2006;
AUGUSTO; GAROFALO, 2004, 2009 e 2011). Isto é devido ao fato de serem as
Gnicas espécies ndo claramente eussociais do grupo monofilético conhecido como
“Apidae corbiculados”, as abelhas corbiculadas. Este grupo é formado pelas tribos
Apini, Meliponi e Bombini, além da tribo Euglossini. Todos os Apini e Meliponini séo
altamente eussociais e os Bombini sdo primitivamente eussociais (MICHENER,
2007).

A tribo Euglossini é composta por cinco géneros, sendo trés de vida
livre, Euglossa, Eulaema e Eufriesea, e dois cleptoparasitas, Aglae e Exaerete
(MICHENER, 2007). Dentre as espécies dos géneros de vida livre, as do género
Euglossa sdo as mais interessantes para estudos sobre a evolucdo do
comportamento social (GAROFALO, 2006), porque este género agrupa espécies
solitarias, comunais e espécies com ninhos compartilhados por mais de uma fémea,
ocorrendo ali divisdo de trabalho reprodutivo e sobreposicdo de geracdes
(AUGUSTO; GAROFALO, 2011).

O género Euglossa tem cerca de 110 espécies descritas (RAMIREZ et
al., 2010) e uma parcela muito pequena destas espécies possui sua organizacao

intranidal relatada. Estudos de comportamento foram realizados em ninhos de E.
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atroveneta (RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996), E. annectans (GAROFALO et al.,
1998), E. cordata (GAROFALO, 1985; AUGUSTO; GAROFALO, 2011), E. fimbriata
(AUGUSTO; GAROFALO, 2009), E. hyacinthina (SOUCY et al., 2003), E.
melanotricha (ANDRADE-SILVA; NASCIMENTO, 2012), E. nigropilosa (OTERO et
al., 2008), E. townsendi (AUGUSTO; GAROFALO, 2004), E. truncata (BRAGA;
GAROFALO, 1998), E. viridissima (COCOM PECH et al, 2008), E. imperialis e E.
ighita (ROBERTS; DODSON, 1967).

Dentre essas espécies, E. cordata é com certeza a espécie mais
extensivamente estudada no que diz respeito & organizacdo social (GAROFALO,
1985; GAROFALO, 1992; AUGUSTO; GAROFALO, 2011). Os estudos realizados
com esta espécie indicam que a fundacdo do ninho € um processo solitario, o que
parece ser uma regra em Euglossini. A fémea fundadora, ap6s construir um namero
variavel de células permanece no ninho até a emergéncia da prole. Algumas fémeas
da prole tendem a retornar ao ninho materno, reativando-o. Durante o processo de
reativacdo, a mae pode ou ndo estar presente. Portanto, pequenas colbnias podem
ser formadas por fémeas de diferentes geracdes (méae e filhas), da mesma geracao
e, em raras ocasides, por fémeas n&o aparentadas (GAROFALO, 1985;
GAROFALO, 1992; AUGUSTO; GAROFALO, 2011).

Durante as reativagdes dos ninhos, uma das fémeas reativadoras exibe
o comportamento de dominancia (Fémeas Dominantes - FD) e as outras o de
subordinacdo (Fémeas Subordinadas - FS). As fémeas com comportamento de
subordinacdo realizam as atividades de reuso/construcdo de células e
aprovisionamento, enquanto as fémeas dominantes raramente saem do ninho. As
fémeas dominantes possuem o0 comportamento de ovipositar em células

anteriormente ovipositadas pelas subordinadas; elas comem o0s ovos presentes nas
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células ovipositadas pelas subordinadas (oofagia) e os substituem pelos seus. A
idade da fémea parece estar relacionada com a exibicdo dos comportamentos de
dominancia e subordinacdo, pois nos ninhos dessa espécie, as fémeas mais velhas
sdo as dominantes. Outra caracteristica € a presenca de comportamentos
agonisticos, as fémeas dominantes sdo agressivas em relacdo as subordinadas
(GAROFALO, 1985; GAROFALO, 1992; AUGUSTO; GAROFALO, 2011).

Os estudos realizados até o momento indicam que as fémeas com
comportamento dominante em E. cordata parecem realizar oofagia seguida de
oviposicdo em todas as células operculadas pelas fémeas subordinadas
(GAROFALO, 1985; GAROFALO, 1992; AUGUSTO; GAROFALO, 2011), resultando
em um desvio reprodutivo completo. No entanto, os estudos restritos a andlises de
comportamento trazem dificuldades em estabelecer estimativas consistentes de
desvio reprodutivo. Os ninhos teriam que ser monitorados 24 horas por dia para que
a maternidade de todos os individuos da prole fosse atribuida com certeza a fémea
dominante. Deste modo, as analises de parentesco entre as fémeas reativadoras e a
prole, mediante o uso de marcadores moleculares, associadas a observacdes de
comportamentos, podem fornecer estimativas consistentes sobre as taxas de desvio
reprodutivo em E. cordata, assim como para outras espécies de Euglossa.

Uma vez obtidas taxas consistentes de desvio reprodutivo, elas
poderiam ser analisadas levando-se em consideracdo os diferentes tipos de
associacOes formadas entre as fémeas reativadoras, em que o parentesco entre
elas é diferente, fornecendo informacdes importantes para um melhor entendimento
da evolugao da divisao de trabalho reprodutivo em E. cordata.

De acordo com a teoria da selegéo de parentesco de Hamilton (1964),

a evolucdo de comportamentos altruistas, como a divisdo de trabalho reprodutivo,
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esta intimamente associada ao parentesco genético entre os membros do grupo. Ao
conceder oportunidades reprodutivas para individuos aparentados € possivel obter
sucesso reprodutivo. Como os individuos aparentados compartilham alelos por
descendéncia, quando um individuo ajuda o seu parente a se reproduzir, ele esta
passando seus proprios genes indiretamente para as proximas geracdes, 0 que
Hamilton (1964) denominou de fitness inclusivo. No entanto, Hamilton (1964) néo
exclui a possibilidade de conflitos dentro dos grupos. Embora os individuos sejam
aparentados, os membros do grupo podem estar interessados em passar seus
genes diretamente para as proximas geracoes (KELLER; CHAPUISAT, 1999). Neste
sentido, alguns modelos tedricos foram propostos para explicar como estes conflitos
poderiam ser resolvidos. Estes modelos sdo conhecidos como os modelos do desvio
reprodutivo, os quais incluem predicdes ecolégicas e genéticas para explicar as
diferentes taxas de desvio reprodutivo encontradas nas sociedades animais
(REEVE; KELLER, 2001).

Neste estudo, as taxas de desvio reprodutivo em E. cordata foram
estimadas por meio da associacdo de observagdes de comportamento e estimativas
de parentesco entre a prole e as fémeas reativadoras, mediante o uso de
marcadores microssatélites. E importante ressaltar que as taxas de desvio foram
estimadas para reativacdes que ocorreram com 0 estabelecimento de diferentes
tipos de associacdes entre as fémeas reativadoras; ou seja, situacbes em que o
parentesco entre elas era diferente. Deste modo, este estudo investigou a existéncia
de correlacdo entre parentesco genético entre as fémeas reativadoras e o desvio
reprodutivo.

Este trabalho buscou ainda obter novas informacgfes sobre a evolucéo

da divisdo do trabalho reprodutivo no género Euglossa ao comparar os resultados
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encontrados para E. cordata com outras espécies do género, considerando as

predicOes da teoria da selecdo de parentesco e dos modelos do desvio reprodutivo.

2 Material e Métodos

Considerando-se o objetivo do presente estudo, 13 ninhos de Euglossa
cordata tiveram um ou mais dos seus processos de reativacdo acompanhados até
gue fossem obtidas situacdes que permitissem estimar a existéncia de desvio na
producdo de descendentes por parte de uma das fémeas reativadoras; ou seja,
estimar o desvio reprodutivo nos ninhos. Estas situacfes consistem em reativacdes
gue tenham ocorrido na presenca de mais de uma fémea, com estas estabelecendo
mais de um tipo de associacdo. Além disso, o0 niumero de células produzidas durante
a reativacdo necessariamente deve ser suficiente para que as estimativas de desvio
reprodutivo sejam consistentes. Um numero de células suficiente deve ser um
namero que tenha alta probabilidade da prole ser constituida por mais de um macho
e mais de uma fémea, além disso, deve ser um numero que seja frequentemente
construido pelas fémeas. Deste modo, o niumero de seis células foi adotado como
adequado.

Os 13 ninhos de E. cordata (API3, API4, BOT12, CINT1, CINTZ2,
FFCL1, FFCL2, FFCL5, FFCL7, FFCL8, FFCL9, GEN3, GENG6) foram obtidos por
meio da estratégia de ninhos-armadilha, de acordo com a metodologia descrita no
Capitulo 1. Informacgbes sobre as localidades em que os ninhos foram coletados,
bem como sobre as armadilhas e o contetudo deles ninhos no momento da coleta

encontram-se registradas no capitulo mencionado.
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2.1 Observacdes das reativacdes de ninhos de Euglossa cordata

As observacdes dos processos de reativacdo dos 13 ninhos de
Euglossa cordata foram realizadas na Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de
Ribeirdo Preto - FFCL-RP (21°09’ 46.0” S 47°51’ 39.4” W) no “Laboratério de
Ecologia e Evolugdo de Abelhas e Vespas” e no meliponario da FFCL-RP e suas

imediacoes.

2.1.1 Ninhos acompanhados fora do laboratorio

Optou-se por nao fazer a transferéncia de nove ninhos estabelecidos
em caixas de madeira para a sala de observacdo. Sendo assim, o desenvolvimento
destes ninhos foi acompanhado fora do laboratério. Uma placa de vidro foi colocada
sobre as caixas, para que as emergéncias e atividades das fémeas fossem mais
facilmente acompanhadas. Foram feitas, no minimo, trés inspecdes diarias nestes
ninhos, no comeco da manha, a tarde e ao entardecer. Como durante as inspecdes
as situacdes encontradas eram diversas, o tempo despendido nelas foi variavel;
poderia ser o tempo suficiente para uma simples checagem, como poderia se
estender por alguns minutos, por exemplo, durante a observacado de uma oviposi¢cao
e operculacdo de célula. As observacdes consistiam em verificar as atividades de
reuso/construcao de células, aprovisionamento e oviposicdo. Quando as reativacdes
foram realizadas na presenca de mais de uma fémea, as atividades e
comportamentos exibidos por elas foram observados. O foco principal era verificar o
tipo de associacao estabelecido entre as fémeas e quais delas exibiam as atividades

e comportamentos de fémeas FS e FD.
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2.1.2 Ninhos acompanhados no laboratorio

Quatro ninhos foram transferidos para o laboratério. Os que haviam
sido estabelecidos em bambu foram acondicionados em uma caixa de observacao,
apos o bambu ser aberto longitudinalmente, deixando as células expostas. J4 no
caso dos ninhos estabelecidos em caixa de madeira, a propria caixa foi utilizada.
Todas as caixas foram conectadas com 0 meio externo por uma mangueira de
polietileno e cobertas com uma placa de vidro (Figura 1).

Para este conjunto de ninhos, além das observacfes descritas
anteriormente, foram realizadas, com o auxilio de um cronémetro, as seguintes
estimativas: 1) duracdo dos voos para coleta de alimento larval e resina; 2) tempo
gasto para a deposicao de resina e do alimento larval nas células; 3) tempo gasto na

oviposicao e operculacao de células.

Figura 1. Caixa de observacdo conectada com a parede. Destaque para a
mangueira que conecta a caixa com 0 meio externo (a) e para a conexao entre a
mangueira e a caixa de observacdo (b). No interior da caixa, a presenca de duas
fémeas de Euglossa cordata.
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2.1.3 Marcacao das fémeas

Para facilitar a identificacdo das fémeas, elas foram marcadas na
regido do torax com diferentes cores (Figura 2), utilizando caneta de coloracao
permanente da marca Magic® do tipo “Opaque Color”. As fémeas foram marcadas
ao final da tarde, quando ja haviam cessado suas atividades. O procedimento para
marca-las consistiu em transferir a caixa contendo o ninho para um ambiente escuro,

levantar a tampa e tocar levemente o torax da fémea com a caneta.

Figura 2. Fémea de Euglossa cordata, marcada no torax.

2.1.4 Andlise estatistica dos dados
O teste- t de Student foi realizado para comparar possiveis diferencas
no tempo de desenvolvimento dos individuos da prole. Estas analises foram

realizadas no programa BioStat 5.3 (AYRES; AYRES, 2007).

2.2 Andlises de desvio reprodutivo durante as reativacfes de ninhos

Em 11 dos 13 ninhos que tiveram um ou mais processos de reativacao
acompanhados, foram obtidas situacbes de interesse para que as estimativas de
desvio reprodutivo fossem realizadas. Deste modo, a prole e as fémeas reativadoras

da Ultima ou Unica reativacdo desses ninhos foram sacrificadas para que o
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parentesco entre elas e a prole fosse estimado por meio de marcadores
microssatélites.

Apoés a coleta das fémeas reativadoras, as entradas dos ninhos foram
fechadas e aguardou-se a emergéncia da prole. Os individuos da prole foram
imediatamente capturados ap0s sua emergéncia. Tanto as fémeas reativadoras
como os individuos da prole foram acondicionados em etanol 100% ou estocados a -

20°C, apos terem sido sacrificados por resfriamento.

2.2.1 Estimativas de parentesco por meio de marcadores microssatélites

A maternidade dos individuos da prole foi atribuida as diferentes
fémeas reativadoras por meio de analises de segregacdo mendeliana em 12 locos
microssatélites. Atribuiu-se a maternidade de um macho a uma das fémeas
reativadoras quando ele compartilhava alelos exclusivos com uma delas. J& no caso
das fémeas da prole, a maternidade foi atribuida a uma das supostas maes apés a
identificacdo do alelo paterno e posterior observacdo dos alelos exclusivos
compartilhados.

Além de analisar a prole e as fémeas reativadoras dos ninhos que
tiveram seus processos de reativacdo observados, fora ou dentro do laboratério,
também foram realizadas analises de parentesco entre as fémeas reativadoras e a
prole de um ninho com histérico desconhecido, o GEN1. Quando ele foi visto pela
primeira vez, havia duas fémeas no ninho, seis células fechadas e uma aberta, da
qual ja havia emergido um individuo (ver Capitulo I).

Para a amplificacéo dos locos de microssatélites, primeiramente o DNA

total dos individuos foi extraido. A extragdo foi realizada a partir das trés pernas
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direitas dos adultos maceradas em nitrogénio liquido, utilizando o protocolo de
Chelex 100 (WALSH et al., 1991).

Foram utilizados 12 locos microssatélites, sete (Egc 17, Egc 18, Egc
24, Egc 26, Egc 30a, Egc 35, Egc 37 e Egc 51) descritos para E. cordata (SOUZA et
al. 2007) e quatro (ann 3, ann 4, ann 8 e ann 24) para E. annectans (PAXTON et al.
2009). As condicOes das reacfes de PCR foram baseadas nos protocolos descritos
por Souza et al. (2007) e Paxton et al. (2010). A mistura da reacdo de PCR era
constituida de 0,5 puM de cada primer (forward e reverse), 1x tampdo, 1U de
Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen), 0,125 ou 0,25mM de dNTPs e 1,75 - 1,5
mM de MgClz.. As amplificacdes ocorreram nas seguintes condi¢des: desnaturagéo
inicial a 94°C por 3 minutos, seguida de 40 ciclos de 30s a 94°C, 30s a 60 (ann 03,
ann 04 e ann 08), 58 (Egc 18, ann 37 e ann 24), 56 (Egc 24, Egc 26 e Egc 37) ou
54°C (Egc 17, Egc 51 e Egc 35) e 48s a 70°C, com uma extenséo final de 10 min a
70°C.

A genotipagem dos locos foi realizada ap0s a corrida das amostras em
sequenciador automatico Mega BACE 1000 (GE). A leitura dos eletroferogramas foi

realizada no programa Mega BACE Fragment Profiler versao 1.2.

2.2.2 Associacao dos dados comportamentais e genéticos

Para estimar o desvio reprodutivo, as informacdes obtidas durante as
observacdes foram associadas as estimativas de parentesco. Os comportamentos
observados durante as reativacdes forneceram informagbes como: o tipo de
associacao estabelecido entre as fémeas reativadoras; comportamentos assumidos
por elas - de FS ou FD; identificacéo das células em que as fémeas trabalharam. Ja

as andlises de parentesco, buscaram responder as seguintes perguntas: uma
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determinada fémea FS, que trabalhou em determinadas células, construindo-as,
aprovisionando-as e nelas ovipositando € a méae dos individuos que emergiram
destas células? Nos casos em que a maternidade dos individuos ndo possa ser
atribuida as FS que trabalharam nas células das quais os individuos emergiram, ela
pode ser atribuida & FD presente no ninho? Ao permitir responder a estas perguntas,
as analises de parentesco nos forneceram estimativas indiretas do numero de

oofagias que ocorreram nos ninhos.

3 Resultados
3.1 Caracteristicas dos processos de reativacdo em ninhos de Euglossa
cordata

No total foram observados 19 processos de reativagao de ninhos em E.
cordata (Tabela 1). O processo de reativacdo se assemelhou ao de fundacéo
(descrito no Capitulo I), com a coleta de resina, construcdo da entrada (quando
ausente) e vedacao das frestas com resina. No entanto, nas reativacdes houve o
reuso das células. Durante este processo, as fémeas iniciaram o trabalho retirando a
parte superior das células, que ficou rompida devido a emergéncia de um individuo.
Posteriormente, revestiram a célula por dentro com resina e iniciaram o0
aprovisionamento. Além de reutilizar células, as fémeas construiram novas células.
O fato de existir células disponiveis para o reuso ndo impediu que as fémeas
construissem novas células.

Uma diferenca importante entre os processos de fundacéo e reativacao
€ que este Ultimo processo acontece muitas vezes na presenca de mais de uma
fémea. As reativacdes iniciaram-se sempre apds a emergéncia de uma fémea da

prole, na presenca ou auséncia da mée. Nos casos em que a mae estava presente,
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quando do regresso de uma ou mais fémeas da prole, foram estabelecidas
associacfes matrifiliais. Em alguns ninhos, nos quais a mae ndo estava mais
presente, houveram situacdes em que apenas uma das fémeas filhas voltou apdés o
VOO poOs-emergéncia, reativando o ninho sozinha. No entanto, em outras situagoes,
duas fémeas filhas voltaram ao ninho materno para reativa-lo, estabelecendo uma
associacao do tipo sororal (Tabela 1).

Além dessas associa¢fes, em um dos ninhos foi observada uma
associacdo entre fémeas nao aparentadas, resultante de uma tentativa bem
sucedida de usurpacdo de ninho. O ninho usurpado foi o CINT2 e a invasao ocorreu
durante a segunda reativacdo, que estava sendo feita por duas fémeas irmas
(Tabela 1). Durante esta reativacdo, uma fémea nao pertencente ao ninho e,
portanto, ndo aparentada com as fémeas irmas, invadiu o ninho. Quando a fémea
usurpadora entrou no ninho, uma das irmas, a mais velha, reagiu de forma muito
agressiva e a fémea invasora correspondeu as agressdes. Durante a briga, a fémea
do ninho, a irma mais velha, acabou morrendo. A usurpadora também foi agressiva
com a irma mais nova, mas esta fémea nao respondeu as agressoées; ela saia de
perto e se escondia nos cantos da caixa. Apos a irma mais velha ter morrido, a mais
nova continuou trabalhando no ninho na presenca da usurpadora, estabelecendo-se,
portanto, a associacéo entre fémeas ndo aparentadas.

Nos ninhos em que mais de um processo de reativacao foi observado,
o tipo de associacao estabelecido entre as fémeas, nas diferentes reativacdes, foi
determinado sempre que a reativagdo anterior tivesse ocorrido na presenca de
apenas uma fémea. Isto porque era certo que nestas situacdes sO haveria uma mae

responsavel pela prole. Apenas em duas reativacfes néo foi possivel determinar o
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tipo de associacdo entre as fémeas, pois as reativacbes anteriores a elas

aconteceram na presenca de mais de uma fémea (Tabela 1).

Tabela 1. Reativagbes acompanhadas em ninhos de Euglossa cordata e tipos de
associacOes estabelecidas entre fémeas compartiihando os ninhos durante as
reativacdes. Localizacdo do ninho, fora do laboratorio (F) e dentro do laboratorio (D).

Cdédigo Reativacies Tipo de associagdes entre
do ninho & fémeas
CINT1F R1 sororal
R1 nenhuma (fémea filha
CINT2P sozinha) .
R2 sororal e entre fémeas nao
aparentadas
GEN 3P R1 sororal
FFCL1F R1 matrifilial
R1 matrifilial
FECLOF R2 nenhuma (fémea filha
sozinha)
R3 matrifilial
FFCL5F R1 matrifilial
R1 matrifilial
F
FFCL7 R2 5
FFCLS8F R1 sororal
R1 nenhuma (fémea filha
BOT12P sozinha)
R2 matrifilial
API4F R1 matrifilial
GENG6F R1 matrifilial
R1 sororal
D
API3 RD >
FFCL9F R1 matrifilial

Como esperado, durante as associagcdes entre fémeas, foi observado
que uma ou mais delas realizavam as atividades de reuso ou construcédo de células,
coleta de alimento larval e de resina, além de ovipositar e opercular células que elas
haviam reutilizado ou construido (Fémeas Subordinadas - FS). Enquanto uma ou
mais fémeas realizavam estas atividades, uma Unica fémea permanecia no ninho
durante a maior parte do tempo, sendo dificilmente encontrada fora do ninho
(Fémeas Dominantes — FD). Além disso, as fémeas FD podiam abrir células
anteriormente ovipositadas e operculadas pelas FS, realizar oofagia e substituir os

ovos destas fémeas pelos seus. Nas associagdes matrifiliais foi sempre a mae quem
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assumiu o comportamento de FD e a filha ou filhas, o de FS. Ja4 no caso das
associacdes entre irmas, a mais velha foi quem assumiu o comportamento de FD e a
mais nova de FS. No caso do ninho CINTZ2, durante a associacéo entre fémeas nao
aparentadas, a irma mais nova continuou exibindo os comportamentos de fémea FS,
enquanto a fémea usurpadora passou a exercer o comportamento de FD, antes
realizado pela irma mais velha. Com relacdo as duas reativacbes em que a
associacdo entre as fémeas ndo foi determinada, foi a fémea mais velha quem
assumiu o comportamento de FD e a mais nova de FS.

O numero de células reutilizadas ou construidas pelas fémeas FS foi
variavel nos diferentes processos de reativagdo acompanhados, bem como o
periodo de atividade das fémeas na reativacao (Tabela 2). O periodo de atividade foi
considerado como o intervalo de tempo desde o nascimento da fémea da prole que
deu inicio a reativacédo do ninho, até o dia em que a ultima célula construida durante

a respectiva reativacao foi operculada.
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Tabela 2. Duracao (dias) de cada reativacdo nos ninhos de Euglossa cordata, nimero
de células operculadas e o de fémeas trabalhando em cada processo de reativagao.

Cédigo do {r{\?]?rt:(\a/?og?jz Nucrglirlgsde Periodo de atividade
Ninho P (nGmero de dias)
émeas) operculadas
CINT1 R1(2) 6 19
R1 (1) 6 28
CINT2 R2 (2) 13 34
GEN3 R1(2) 8 34
FFCL1 R1(2) 6 28
R1 (2) 2 12
FFCL2 R2 (1) 4 24
R3 (2) 11 25
FFCL5 R1(2) 11 39
R1 (3) 13 38
FFCL7 R2 (2) 12 71
FFCL8 R1(2) 8 30
R1 (1) 8 37
BOTI12 R2 (3) 8 41
APl4 R1 (2) 6 25
GENG6 R1(2) 7 31
R1 (1) 4 24
API3 R2 (2) 9 63
R3 (2) 15 51
FFCL9 R1 (3) 9 33

3.1.1 Comportamentos e atividades observados e/ou quantificados nos ninhos
mantidos dentro do laboratorio
a) Atividades de coleta e deposicao de alimento larval e resina

As fémeas trazem o alimento larval (p6len + néctar) nas corbiculas;
esta mistura forma uma massa viscosa (Figura 3). As atividades de coleta do
alimento larval podem ocorrer durante o periodo da manha e da tarde. Quando as
fémeas chegam ao ninho com alimento larval, elas primeiramente inspecionam a
célula, introduzindo a cabeca. Posteriormente, introduzem o abdémen dentro da
célula e entdo depositam o alimento larval, com o auxilio das pernas medianas,
enquanto ficam apoiadas na célula com as pernas anteriores. Apos terminar de
depositar o alimento, retiram o abdémen da célula e voltam a inspeciona-la para, em

seguida, sairem do ninho.
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Figura 3. Fémea de Euglossa cordata, chegando ao ninho com alimento larval na
corbicula.

O tempo gasto para depositar o alimento larval variou de 13 a 53 s (X=
29,49 + 9,01; n =148). Apds depositar o alimento larval, a fémea podia sair do ninho
ou nele permanecer, trabalhando nas células por alguns minutos. Com relacao a
duracédo das viagens para coleta de alimento larval, elas variaram de 18 a 73 min (X=
43,56 £ 12,22; n = 95).

Assim como o alimento larval, a resina €& trazida nas corbiculas.
Quando as fémeas chegam ao ninho, elas descarregam a resina no proprio chdo do
ninho, perto da entrada, proximo ou sobre as células, o que é feito com o auxilio das
pernas medianas. Muitas vezes as fémeas néo descarregam simultaneamente a
resina trazida em ambas as corbiculas; elas podem trabalhar a resina recém
descarregada de uma das pernas e/ou até mesmo caminhar pelo ninho e,
posteriormente, depositar o conteludo da outra perna. Deste modo, o tempo
estimado para a deposicdo da resina foi considerado como o tempo que a fémea
gastou para retirar a resina de ambas as corbiculas; o tempo que ela gastou
trabalhando a resina recém descarregada de uma das corbiculas ou andando pelo

ninho néo foi contabilizado. O tempo para deposi¢ao de resina variou de 4 a 111 s
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(X=33,35 + 27,74; n =49). E possivel perceber que existe uma grande variacéo entre
o tempo minimo e maximo que a fémea gastou para depositar a resina. Esta
diferenca € devida ao fato de que, algumas vezes, a resina se desgrudou facilmente
da corbicula; no entanto, outras vezes, a resina parecia estar mais aderida,

demorando para se desprender. A duracdo das viagens para coleta de resina variou

de 21 a 68 min (X=39,42 + 13,25; n = 38).

b) Preparo das células para oviposicao, operculacéo de células e oofagias

Apés a fémea realizar a Gltima deposicdo de alimento larval, ela deu
inicio ao preparo da célula para a oviposicdo. Este preparo consistia basicamente na
construcdo do colar. Neste processo, a fémea trabalhava com as mandibulas,
retirando resina do assoalho do ninho ou até mesmo de outras células e adicionando
este material & borda da célula, fazendo com que ela ficasse um pouco maior em
altura, quando comparada as outras ja fechadas. Além de aumentar o tamanho, a
fémea trabalhava na célula diminuindo o didmetro de sua abertura.

Durante a oviposi¢do, a fémea introduzia o abdémen dentro da célula,
permanecendo praticamente imovel, exceto pela movimentacdo das antenas. A
partir deste momento, iniciavam-se as contracbes abdominais e 0 ovo comecava a
ser expelido. Enquanto o ovo ia sendo expelido a fémea ia abaixando o abdémen
até que o ovo entrasse em contato com o alimento larval, neste momento, era
possivel perceber que o ferrdo estava exposto. Terminado este processo, ela
iniciava a operculacao da célula. O processo de operculacdo pode ser dividido em
duas fases, levando-se em consideracao as atividades da fémea. Na primeira fase
(fase 1), a fémea, ainda com a porcéo final do abdémen dentro da célula, comprime a

resina contra 0 seu corpo, com o auxilio das mandibulas e das pernas, diminuindo o
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diametro do orificio. Na segunda fase (fase Il), ela retira o abdémen da célula e
comeca a terminar de fechar a célula, também com o auxilio das mandibulas e
pernas. Apos a célula estar fechada, a fémea pode continuar trabalhando a resina
da superficie apical da célula recém operculada. Durante esta fase (apos a célula ja
estar operculada), a fémea pode sair da célula varias vezes, coletar mais resina pelo
ninho e voltar a trabalhar nela. Em trés processos de operculacdo de células, a
fémea FD néo deixou que a FS terminasse a fase Il. Nestas ocasides, a fémea FD
foi subindo na célula que estava sendo operculada pela FS, tocando-a com as
antenas e com cabeca. A medida que a FD se aproximava, a FS ia recuando até sair
completamente da célula, com a FD tomando seu lugar. Quando a FS tentava voltar,
a FD repetia os comportamentos descritos e ela, novamente, recuava. Apoés ter
retirado a FS, a fémea FD terminou de opercular a célula. E importante ressaltar que
nestas situacbes a FD nao realizou oofagia antes de opercular a célula, apenas
terminou o processo iniciado pela FS.

O tempo gasto para a construcdo do colar variou de 481 a 2221 s
(X=1152,5 + 487,28; n=20). J4& a duracdo do processo de oviposicdo, desde o
momento de introducdo do abdémen dentro da célula até o inicio da operculacao
variou de 41 a 98 s (X=72,65 + 21,23; n=20). Com relacdo a operculacdo, a fase |
(do inicio da operculagcdo até a primeira retirada do abdémen da célula) e a fase Il
levaram de 76 a 155 s (X=146,28 + 65,63; n=21) e de 283 a 872 s (X=468,22 +
154,53; n=18), respectivamente.

As oofagias foram realizadas pelas fémeas dominantes e 0s processos
observados ocorreram de 49 min a 1533 min (X=373,25 + 484,19; n=8) apds a

operculagéo da célula pela fémea subordinada. Antes de iniciar a oofagia, as fémeas

dominantes tocaram as células com as antenas e, em seguida, comecaram a mexer
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com as mandibulas a resina da superficie das células, iniciando a abertura. Apos

abrirem as células e comerem o0s ovos, elas ovipositaram e opercularam as células.

c) Interacdes entre as fémeas

Foram verificadas interacfes agressivas (comportamentos agonisticos)
entre as fémeas FD e FS. A fémea FD podia tocar a FS com a cabeca, em diferentes
regides do seu corpo de maneira agressiva e, até mesmo, empurrar ou morder a FS.
Estas interacdes aconteciam principalmente quando a FS ficava em cima do favo de
células operculadas ou quando ela chegava do campo com alimento larval, fazia a
deposicao do alimento, mas demorava para sair do ninho.

Além das interacBes agressivas, era comum que a FD ficasse
extremamente proxima a FS, tocando-a com as antenas ou simplesmente andando

ao redor dela.

3.1.2 Parasitismo

N&o foram verificados parasitas emergindo nos ninhos que tiveram
seus processos de reativacdo acompanhados. No entanto, o parasita Hoplostelis
nigritula foi encontrado no interior de dois ninhos (FFCL1 e CINT1). Em ambos os
casos, a fémea parasita ja havia aberto uma célula operculada. Além disso, nos dois
casos, as duas fémeas que participavam das reativacdes estavam ausentes. Assim
como descrito no Capitulo I, a fémea parasita havia fechado a entrada do ninho para
inibir o retorno das fémeas reativadoras. As fémeas de H. nigritula foram coletadas
e, posteriormente, sacrificadas. Do mesmo modo, as entradas dos ninhos foram
abertas com o auxilio de uma pinca, para que as fémeas de Euglossa néo

encontrassem as entradas fechadas quando tentassem retornar aos ninhos.
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3.1.3 Razédo sexual, precedéncia de emergéncias e duracdo do periodo de
desenvolvimento de machos e fémeas nos ninhos sacrificados para analises de
desvio reprodutivo

Como todos os machos e fémeas que emergiram dos ninhos utilizados
nas analises de desvio reprodutivo foram coletados, foi possivel determinar o tempo
de desenvolvimento dos imaturos e a razdo sexual nesses ninhos (Tabela 3). N&o
houve diferenca estatistica entre o tempo de desenvolvimento de machos e fémeas
(p= 0,45; t= - 0,1197). No entanto, a comparacdo das médias mostrou que o tempo
de desenvolvimento dos individuos foi significativamente maior na estacdo fria e
seca (p <0.0001;t=12,43).

Apesar da primeira emergéncia ter sido de uma fémea em todos os
ninhos observados, ndo houve um padrdo evidente na ordem de emergéncia de
machos e fémeas. Considerando-se a prole de cada ninho, a razdo sexual nao foi
estatisticamente diferente de um macho para uma fémea nos 11 ninhos monitorados
(Tabela 3). No entanto, apesar da auséncia de diferenca significativa acusada pelo
teste estatistico, em dois ninhos (FFCL8 e FFCL9), a prole consistiu praticamente no
dobro de machos e em um deles (FFCL5), no triplo de fémeas. A associacdo entre
as fémeas reativadoras nestes trés ninhos era do tipo matrifilial, portanto, ndo é
possivel perceber uma relacdo entre o tipo de associacdo entre as fémeas
reativadoras e a razdo sexual nos ninhos (Tabela 3). Levando em consideracéo a

populacao total de ninhos, a prole consistiu em 43 fémeas e 51 machos, propor¢ao

esta ndo estatisticamente diferente da proporcdo de um macho para uma fémea (1?=

0,68; p>0,05).



Tabela 3. Razdo sexual e duracéo do desenvolvimento de fémeas e machos de Euglossa cordata provenientes de 11 ninhos de

acordo com a estacdo do ano — quente e chuvosa (de setembro a fevereiro); fria e seca (de marco a agosto); Qui-Quadrado (4?)
entre o numero de fémeas/machos que emergiram nos ninhos e 0 nimero de emergéncias esperado em uma razéo sexual de
exatamente um macho para uma fémea; ? = associacéo entre as fémeas nao determinada pelas observacoes; F = fémeas; M=

machos.
o Tipo de Meses do Periodo (em dias) da duracdo do desenvolvimento de fémeas e .
Co;lcngo associacdo | desenvolvi machos Razao. 2
ninho entre -mento dos Fémeas Machos sexual F:M
fémeas Imaturos |7y Max. | Média + dp (N) Min. | Max. Média (N)
CINT2 | Dez a Fev 52 63 56,8 + 4,2 6 56 60 58,33 + 2,08 4 1,5:1 0,4
GEN3 | 2% ["janeFev | 50 | 55 | 53+216 | 4 | 51 | 55 | 535+101 | 4 1:1 0
API4 Set a Nov 51 56 - 2 53 57 55+ 2,82 3 0,66:1 0,2
BOT12 Mai a Ago 82 a0 - 2 87 92 90 + 2,64 3 0,66:1 0,2
GENG Set a Dez 58 62 60+ 2,8 3 59 64 60,75 + 2,22 4 0,75:1 -
FFCL2 matrifilial Jan a Abr 53 56 54,75+ 1,25 4 52 58 54,25 + 2,63 4 1.1 -
FFCL5 Nov a Jan 55 60 56,67 + 2,88 6 56 61 - 2 3:1 2
FFCLS8 Abr a Ago 92 100 - 2 98 100 99 +1 5 0,4:1 1,28
FFCL9 Nov a Jan 51 60 54,67 £ 4,72 3 51 58 53,83+ 2,64 7 0,43:1 1,6
API3 Set a Dez 51 55 52,6 +£1,82 6 51 60 54,42 + 2,63 8 0,75:1 0,28
FFCL7 ? JulaOut | 58 | 8 | 73+1336 | 5 | 50 | 83 612’35; ) 7 0,71:1 0,32
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3.2 Anélises genéticas de parentesco e estimativas de desvio reprodutivo

Como descrito, do total de 13 ninhos com processos de reativacdes
acompanhados, 11 tiveram a prole e as fémeas reativadoras da ultima ou Unica
reativacdo do ninho sacrificadas para as andlises de desvio reprodutivo. Em trés
ninhos (FFCL7, GEN3 e GENG6), embora as reativacbes tenham acontecido na
presenca de duas fémeas (FD e FS), apenas a fémea FD foi coletada, devido ao fato
da FS n&o ter sido mais vista no ninho. Além disso, em um dos ninhos analisados
(BOT12) foi coletada a fémea FD e uma das duas fémeas FSs, também devido ao
fato de umas das FS nao ter sido mais vista no ninho antes da data de remocéo
delas (Figura 4).

Conforme descrito na metodologia, também foram realizadas analises
de parentesco entre duas fémeas reativadoras e a prole de um ninho com histérico
desconhecido, o GEN1. Foi observado que uma das fémeas tinha o comportamento

de FD e a outra de FS. No entanto, devido a auséncia de observacdes nao foi

possivel estabelecer o tipo de associacao entre elas.
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Associacao entre fémeas conhecida Associacao entre fémeas desconhecida

4 Y4 )

GEN3 = >#f& + prole (4M + 4F) - sororal FFCL7 = >#% + prole (7M + 5F) - ?

GEN6 = W‘ + prole (4M + 3F) - matrifilial

FFP nao coletada

\_ p w
@“ S+ g+ prole (3M + 2F) - matrifilial \ @“ S+ S+ prole (BM + 6F) 7\

BOT12 =>#fC+ ¥ + + prole (3M + 2F) - matrifilial

néo coletada

CINT2 = W‘ + W‘ + prole (4M + 6F) - sororal

FFCL2 = W\ + W\ + prole (4M + 4F) - matrifilial
FFCLS5 = W‘ + W‘ + prole (2M + 5F) - matrifilial
FFCLS8 = W\ + % + prole (2M + 5F) - matrifilial

@Lg = 3 + 98+ 38 + prole (7M + 3F) - matrifiliy K J

Figura 4. Reativagbes em ninhos de Euglossa cordata que tiveram o parentesco entre a prole e as fémeas reativadoras estimado
por meio de andlises de segrega¢cdo mendeliana em 12 locos microssatélites. FEmeas reativadoras analisadas, tipo de associacéo
estabelecida entre elas e prole produzida. FD = fémeas dominantes; FS = fémeas subordinadas; M = machos; F = fémeas.
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Antes de apresentar as analises de parentesco entre a prole e as
fémeas reativadoras, € importante ressaltar que as analises de segregacéo
mendeliana dos 12 locos analisados indicaram que a fémea FD, responsavel pela
prole, havia se acasalado com um Unico macho; isto €, um sistema monandrico de
acasalamento explica a prole encontrada em todos os ninhos. Além disso, nos casos
em que a associacao estabelecida entre as fémeas reativadoras era do tipo sororal,
as analises de segregacéo indicaram que as fémeas eram irmas completas, ou seja,
apontam para o acasalamento monandrico das suas maes.

Nos ninhos API3, API4, CINT2, FFCL2, FFCL5, FFCL8 e FFCL9, a
maternidade de todos os individuos da prole foi atribuida as fémeas FDs, com
excecdo de um macho pertencente ao ninho FFCL5, o qual apresentou alelos
compartilhados pelas duas fémeas nos 12 locos analisados. Como todos estes
individuos emergiram de células aprovisionadas e operculadas pelas fémeas FSs,
tais resultados mostram que as FDs realizaram oofagia nas células anteriormente
ovipositadas pelas FSs, substituindo os ovos destas fémeas pelos seus. Pode-se
dizer também que o desvio reprodutivo nestes ninhos foi completo, com apenas uma
das fémeas deixando descendentes.

Levando em consideracdo o ninho BOT12, no qual apenas uma das
fémeas FS foi coletada, verificou-se que os trés individuos que nasceram das
células que foram aprovisionadas e ovipositadas pela FS séao filhos da FD, indicando
que ela realizou oofagia nas células anteriormente ovipositadas por aquela fémea.
Considerando-se as células que foram fechadas pela FS nédo coletada, ndo ha
indicios de que os individuos que emergiram destas células ndo possam ser filhos

da FD.
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No ninho FFCL9, ap6s a morte da fémea FD, mée das fémeas FSs, a
irma mais velha (FS1) assumiu os comportamentos de FD, enquanto a mais nova
(FS2) continuou exibindo os comportamentos de FS. As analises de segregacao
mendeliana dos doze locos de microssatélites indicaram que os dois individuos da
prole, produzidos apds a morte da mae séao filhos da irm& mais velha (Tabela 4), o
que evidencia que ela passou a realizar oofagias nas células ovipositadas pela sua
iIrma.

Como ja mencionado, o ninho CINT2 foi invadido por uma fémea
usurpadora (FU). A prole produzida ap6s a invasdo da FU teve a maternidade
atribuida a ela. Além disso, as andlises de segregacdo mendeliana mostraram que
uma fémea que emergiu de uma célula operculada dois dias antes da FU invadir o
ninho também era sua filha. Isto indica que a FU realizou oofagias nas células
operculadas pela FS apds a sua invasdo e em uma célula que foi fechada quando
ela ainda néo estava presente no ninho.

No ninho API3, o tipo de associagdo entre as fémeas reativadoras era
desconhecido, pois a reativacdo anterior a analisada geneticamente ocorreu na
presenca de mais de uma fémea. No entanto, associando as observacbes as
andlises de segregacdo mendeliana foi possivel inferir o parentesco existente entre
essas fémeas. A primeira reativacdo do ninho API3 aconteceu na presenga de uma
Unica fémea, que néo participou do segundo processo de reativagdo. Este processo
se deu na presenca de duas fémeas irmas, com a mais velha assumindo os
comportamentos de FD e a mais nova de FS. Apds a FS ter aprovisionado e
operculado seis células, na presenca da FD, ela trabalhou sozinha quando as
altimas trés células foram operculadas, pois a FD ndo se encontrava mais no interior

do ninho. A terceira reativacdo do ninho aconteceu na presenca de duas fémeas,
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uma delas emergiu de uma célula que foi operculada pela FS em um periodo que a
FD ainda estava presente no ninho e a outra de uma célula operculada quando FS ja
estava sozinha. Sendo assim, se a fémea FD realizou oofagia nos ovos da FS,
como os resultados apresentados para os demais ninhos suportam, as fémeas da
terceira reativacdo eram primas. Como € possivel observar na Tabela 5, em dois
locos essas fémeas ndo compartilharam nenhum alelo, o que exclui a possibilidade

delas serem irmas.
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Tabela 4. Segregacao dos alelos no ninho FFCL9, de Euglossa cordata, para 12 locos microssatélites (FD = fémea dominante; FS
= fémea subordinada; C = célula; M = macho; F = fémea).

Individuos Locos
ann03 ann04 ann08 Egcl7 Egc35 Egc30a Egc26 Egc37 Egcl8 ann24 Egc24 Egc51
FD 143 | 145 | 128 | 130 | 147 | 157 | 228 231|167 |170| 143 171|177 (183|188 | 165 | 180 |165| 169 | 203 | 205 | 223 | 223
FS1 143 | 145 | 124 | 130 |147| 153 | 211|228 (161|167 | 143 | 146 |174|177|183 188|177 | 180 |160| 169 | 205 | 205 | 223 | 223
FS2 143 | 145 | 124 | 130 |147| 153 | 211|231 |161|170| 143 | 146 |171|174|183 (188|177 | 180 |160| 169 | 205 | 205 | 223 | 223
C4-F? 143 | 145 | 124 | 130 |153| 157 |{211|228|161|170| 143 | 146 |171|174|183|188|177| 180 |160| 165 | 203 | 205 | 223 | 223
C5-M?! 143 130 147 231 167 143 177 183 180 165 205 223
C6-Mm? 145 128 157 231 167 143 171 188 165 169 205 223
C7-m? 145 128 157 228 167 143 177 188 165 165 203 223
C1-F! 143 | 145 | 124 | 130 |147| 153 | 211|231 |161|170| 143 | 146 |171|174|183 (188|177 | 180 |160| 165 | 203 | 205 | 223 | 223
c2-m? 143 130 147 231 167 143 177 183 180 165 205 223
Cc8-M?! 143 130 157 228 167 143 177 183 165 169 203 | - -
C9-M? 145 128 147 231 170 143 171 188 180 165 205 223
C3-F? 143 | 145 | 126 | 130 |145| 147 | 223|228 161|167 | 143 | 146 |171|177|183 (186|165 | 180 |160| 169 | 203 | 205 | 223 | 227
C10-M™ 145 124 153 211 167 146 177 188 177 160 205 223

lcélulas aprovisionadas e operculadas pela FS1; 2células aprovisionadas e operculadas pela FS2;"células aprovisionadas e operculada pela FS2 apés a
morte da fémea FD.
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Tabela 5. Segregacao dos alelos no ninho API3, de Euglossa cordata, para 12 locos microssatélites (FD = fémea dominante; FS =
fémea subordinada; C = célula; M = macho; F = fémea).

Individuos Locos
ann03 ann04 ann08 Egcl7 Egc35 Egc30a Egc26 Egc37 Egcl8 ann24 Egc24 Egc51
FD 143 | 145 |124| 130 |149| 151 | 220|223 | 167 | 170 |146| 146 | 164|177 | 177 |180|165| 191 |169| 173 |205]| 209 | 217 | 223
FS 145| 145 | 124 | 124 |143| 151 | 211|217 | 167 | 167 |143| 146 | 164|171 | 177 |183|165| 180 [163| 167 [205]| 211 |217| 223
C9-F* 145| 145 | 124 | 132 |149| 155 | 223 | 223 | 167 | 170 |143| 146 | 171|177 | 177 |180|174| 191 [169| 173 [202| 205 |217| 223
C10-M? 143 124 149 220 167 146 164 180 191 173 209 217
C15-M?! 145 130 151 223 170 146 164 - 165 169 205 217
C16-F! 145| 145 | 130 | 132 |149| 155 | 223|223 | 167 | 167 | 143 | 146 | 171 |177| 180 |180| 174 | 191 |173| 173 |202| 205 | 223 | 223
Cl7-M* 143 124 149 220 170 146 164 180 191 173 209 217
C18-F! 145| 145 | 130 | 132 |151| 155 | 223|223 | 167 | 170|143 | 146 | 164|171 | - - 1165 | 174 | 173 | 173 | 202 | 209 | 223 | 223
C12-F? 143 | 145 | 124 | 132 |149| 155 | 220|223 | 167 | 170 | 143 | 146 | 164 |171| 177 |180|174| 191 |169| 173 |202| 209 | 217 | 223
C13-M? 143 124 151 220 170 146 164 180 165 173 209 217
C14-M? 145 130 149 220 167 146 164 177 191 173 209 223
C19-F?2 |145| 145 |130] 132 |149]| 155 | 220|223 | 167 | 167 | 143| 146 | 164|171 - - 1741191 [173] 173 |202] 209 | 217 | 223
C20-M? 143 124 151 220 167 146 164 180 165 173 209 223
C21-M2 143 124 149 220 167 146 177 180 191 169 209 217
C22-M2 145 130 149 220 167 146 177 177 191 173 209 223
C23-F? |143| 145 |130| 132 |149]| 155 | 220|223 | 167 | 170 | 143 | 146 | 164 |171| - - | 174|191 |169| 173 |202] 209 | 223 | 223

células aprovisionadas e operculadas pela FD no periodo que ela estava sozinha no ninho; 2células aprovisionadas e operculadas pela FS na presenca de

FD.
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Nos ninhos GEN3, GEN6 e FFCL7 nos quais apenas a fémea FD foi
coletada, a esta fémea pode ser atribuida a maternidade de todos os individuos da
prole. Todos os machos da prole compartilharam, nos diferentes locos analisados,
seus alelos com a fémea FD. Ja as fémeas da prole compartilharam, pelo menos,
um alelo com a FD nos 12 locos analisados.

Uma vez que a associacdo entre as fémeas do ninho GENG6 era entre
mae e filha, desconsiderou-se a hipotese de que as duas compartilhassem os
mesmos alelos nos doze locos analisados. Ja para o ninho GEN3, a probabilidade
das fémeas irmas compartilharem os mesmos alelos maternos nos 12 locos foi
estimada. Visto que a chance de duas irmés serem iguais em composicdo alélica
para um determinado loco é 1/2 e foram analisados 12 locos, a probabilidade delas
serem iguais é 1/2'? (0,00024), considerando-se alelos maternos idénticos por
origem. Deste modo, devido ao numero de locos analisados e a baixa probabilidade
das fémeas serem iguais em composicao alélica, infere-se que se um ou mais
individuos da prole ndo fossem filho da fémea coletada (FD), isso teria sido
observado nas analises de segregacdo mendeliana.

O tipo de associacao entre as fémeas do ninho FFCL7 n&o pode ser
inferido, visto que aliado ao fato desta associacdo nao ter sido determinada com
base nas observacbes, a fémea FS nao foi coletada. No entanto, considerando
todos os resultados apresentados até aqui, os quais demonstraram que as fémeas
FD realizaram oofagias em todos os ovos das fémeas FS, suple-se que a
associacado entre as fémeas deste ninho foi do tipo sororal, ja que a associacéo
estabelecida anteriormente havia sido matrifilial e a mée ndo participou da

reativacao analisada.
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Para o ninho GENL1, os resultados permitem algumas inferéncias, visto
qgue o historico do ninho e o tipo de associacao entre fémeas eram desconhecidos.
As analises de segregacdo mendeliana indicaram que apenas uma fémea da prole
era filha da fémea FD coletada. Esta fémea nasceu no mesmo dia que um macho da
prole cuja maternidade nao pode ser atribuida a FD, sendo que estes dois individuos
foram os ultimos a emergir no ninho. Os demais individuos ndo podem ser filhos de
nenhuma das fémeas coletadas. Os alelos observados nos machos, nos diferentes
locos analisados (Tabela 6), permitiram inferir o gendtipo de uma terceira fémea
reativadora, ndo capturada, que poderia ser a mae dos cinco individuos da prole e,

inclusive, das fémeas reativadoras coletadas.
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Tabela 6. Segregacéo dos alelos no ninho GEN1, de Euglossa cordata, para 12 locos microssatélites (FD-S = gendtipos inferidos
para uma suposta fémea poedeira ndo coletada; FD = fémea dominante; FS = fémea subordinada; C = célula; M = macho; F =
fémea); ? = possivel alelo da suposta fémea poedeira ndo coletada, que ndo pode ser estabelecido definitivamente, pelo fato de
nao ter sido observado nos machos da prole.

Individuos Locos

ann03 ann04 ann08 Egcl7 Egc35 Egc30a Egc26 Egc37 Egcl8 ann24 Egc24 Egc51
FD-S  |145]| 145 |124| 1267 [151| 149 | 239|231 167 [167|143| 146 [177|180| 174 |192| 165 | 188 [167| 169 |205]| 207 |226| 226
FD 145| 145 124 124 |151| 157 [228|239| 167 |170|146| 149 |177[180| 174 |183|165| 188 |169| 171 [205| 207 [226| 226
FS 145| 145 [124| 126 |149]| 157 (228|239 167 | 170|146 149 [177]|180| 183 [192| 165 | 165 [169| 171 |205| 207 | 226 | 226
C1l-F 145| 145 |124| 126 |149| 157 [ 228 231|167 | 170|143 | 149 | 180|180 183 | 192|165 | 165 |167| 171 |205]| 205 | 226 | 226
C2-M 145 124 149 239 167 146 180 174 165 167 207 226
C3-M - 124 149 - 167 143 180 192 165 169 205 226
C5-F'  |145]| 145 |124| 126 |149]| 151 | 211 |228| 167 [170|146| 149 | 180|183 | 174 |177| 168 | 188 |165| 169 |205| 208 |223| 226
C6-M 145 124 151 231 167 143 177 174 188 169 205 226

leste individuo ndo pode ter a maternidade atribuida a FD-S, mas a FD.




86

4 Discusséo

Dentre as espécies de Euglossa, E. cordata é a mais extensivamente
estudada no que diz respeito & estrutura social. E evidente que existe uma gama
consideravel de informacBes sobre o comportamento social de E. cordata
(GAROFALO, 1985; GAROFALO et al., 1992; AUGUSTO; GAROFALO, 2011). No
entanto, embora muitos comportamentos exibidos no interior dos ninhos de E.
cordata tenham sido descritos, a associagao entre observacdes de comportamento e
analises de parentesco permitem a este trabalho novas perspectivas e

possibilidades para o estudo da estrutura social desta espécie.

Os processos de reativacao de ninhos

As reativacbes do ninho por uma ou mais fémeas das geracbes
sucessoras foram reportadas tanto para E. cordata como para outras espécies que
tiveram o desenvolvimento de seus ninhos acompanhados, tais como E. atroveneta
(RAMIREZ-ARRIAGA et al., 1996), E. townsendi (AUGUSTO; GAROFALO, 2004); E.
fimbriata (AUGUSTO; GAROFALO, 2009), E. viridissima (COCOM PECH et al.,
2008) e E. melanotricha (ANDRADE-SILVA; NASCIMENTO, 2012). O
compartilhamento dessa caracteristica pela maioria das espécies estudadas indica
gue o processo de reativacdo dos ninhos por fémeas da geracdo sucessora, na
presenca ou auséncia da fémea da geracdo anterior, faz parte do ciclo biolégico

dessas espécies.

Com relacdo aos comportamentos observados durante as associacdes
entre fémeas, eles estdo de acordo com o que foi descrito até o momento para E.
cordata (GAROFALO, 1985; GAROFALO, 1992; AUGUSTO; GAROFALO, 2011).

Nos processos de reativacdo, apenas uma fémea assumiu uma postura dominante
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no ninho. Esta fémea passava a maior parte do tempo no interior do ninho, podendo
realizar oofagia em células anteriormente operculadas pelas fémeas subordinadas.
Ja as subordinadas realizavam atividades de campo, construindo ou reutilizando
células, aprovisionando-as e nelas ovipositando. As reativacbes se deram na
presenca de uma uUnica fémea, de méae e filhas, irmés, primas ou fémeas néo
aparentadas. Exceto durante a associacdo entre fémeas nao aparentadas, na qual
nao foi possivel determinar a idade da fémea de origem desconhecida, nas demais
situacdes foi a fémea mais velha quem assumiu a dominancia. Do mesmo modo, 0s
comportamentos agonisticos, disparados pela fémea dominante em relacdo a
subordinada, estdo de acordo com o que foi descrito anteriormente (GAROFALO,

1985; GAROFALO, 1992; AUGUSTO; GAROFALO, 2011).

Considerando-se a estrutura social ja relatada para as demais espécies
de Euglossa é possivel perceber que os comportamentos de E. cordata sdo muito
parecidos com os de E. fimbriata e E. atroveneta (RAMIREZ-ARRIAGA et. al., 1996;
AUGUSTO; GAROFALO, 2009). Se uma quarta espécie tivesse que ser eleita de
acordo com as semelhancas apresentadas com E. cordata esta seria E.
melanotricha. Embora esta espécie apresente divergéncias do padrdo encontrado
em E. cordata, ela compartilha algumas caracteristicas com esta espécie, como a
presenca de comportamentos agonisticos e a presenca de uma Unica fémea
dominante no ninho (ANDRADE-SILVA; NASCIMENTO, 2012). Por outro lado, se E.
townsendi e E. truncata forem consideradas, fica claro que o padrédo de
comportamentos é bem distinto de E. cordata. Nos ninhos de E. townsendi néo
ocorrem interacfes agonisticas; além disso, nos ninhos desta espécie pode haver
mais de uma fémea com comportamento de dominéancia. Outro ponto de divergéncia

€ a possibilidade de reversdo de comportamentos de dominancia para de
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subordinacéao, isto €, fémeas com comportamento de dominancia podem passar a
apresentar comportamentos de subordinacio (AUGUSTO; GAROFALO, 2004). Em
E. viridissima ndo existem interagbes agonisticas com contato fisico entre as
fémeas, mas ha comportamentos intimidadores, disparados pela fémea com
comportamento de dominéancia (COCOM PECH et al., 2008). No entanto, comparar
E. viridissima com as demais espécies tem a limitagdo dos estudos de
comportamento se restringirem a associa¢fes matrifiliais.

Quando os subgéneros do género Euglossa sdo considerados, é
possivel perceber que ndo ha relacdo entre os subgéneros e a estrutura social
apresentada pelas espécies. No subgénero Euglossa estdo as espécies E.
(Euglossa) cordata, E. (Euglossa) fimbriata, E. (Euglossa) atroveneta e E. (Euglossa)
melanotricha, mas também se encontram E. (Euglossa) townsendi, E. (Euglossa)
viridissima e E. (Euglossa) truncata. No subgénero Euglossa também esta a espécie
E. (Euglossa) nigropilosa, uma espécie comunal. Outras trés espécies tidas como
comunais estdo classificadas no subgénero Glossura, E. (Glossura) annectans e E.
(Glossura) imperialis, e, no subgénero Glossurella, E. (Glossurella) hyacinthina

(SILVEIRA et al., 2002; HINOJOSA-DIAZ, 2010).

Periodo de desenvolvimento e razdo sexual

Com relacdo ao periodo de desenvolvimento dos imaturos, ele foi
afetado pelas condi¢des climaticas, verificando-se que o desenvolvimento foi mais
longo durante a estacdo fria e seca, o que estd de acordo com o reportado em
outros estudos para E. cordata (GAROFALO, 1985; AUGUSTO; GAROFALO, 2011).

No entanto, fica claro que, embora o periodo de desenvolvimento seja maior na
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estacdo fria e seca, ele ndo é grande o suficiente para afetar a probabilidade da

geracao subsequente ser estabelecida na presenca da fémea da geracéo anterior.

A razao sexual encontrada na prole nao foi significativamente diferente
de um macho para uma fémea, seja na populacdo de ninhos estudada ou em cada
ninho. No entanto, apesar da auséncia de diferenca estatistica, o0 nimero de machos
de dois ninhos amostrados foi praticamente o dobro do nimero de fémeas e em
outro ninho o nimero de fémeas foi o triplo do nimero de machos. E importante
ressaltar que o teste estatistico utilizado € sensivel ao tamanho amostral, e, por este
motivo, ele pode ndo estar apontando estas diferencas perceptiveis visualmente.
Nesses ninhos a producdo de machos e fémeas de maneira enviesada nao teve
correlacdo com o tipo de associacdo entre as fémeas e nem com estacdes
especificas do ano. A teoria da razdo sexual (HAMILTON, 1967) prediz que a
producdo da prole enviesada para fémeas esta associada a popula¢des sociais com
ninhos compostos por multiplas fémeas aparentadas. Além disso, a teoria prediz
razdo sexual enviesada para fémeas em populacdes endogamicas. Também é
predito que em determinados periodos do ano, nessas populacées sociais, a razédo
sexual seja enviesada para a producdo de machos, periodos relacionados a
producdo de individuos reprodutivos. Soucy et al. (2003) discutem que a razao
sexual de um macho para uma fémea, encontrada em E. hyacinthina, seria
compativel com a estrutura comunal encontrada nesta espécie, ao invés de uma
estrutura social com divisdo de trabalho reprodutivo. No entanto, os resultados
encontrados no presente estudo ndo reforcam a hipotese de que a producédo de
machos e fémeas em propor¢des equivalentes possa ser interpretada como um

indicativo de organizacdo do tipo comunal, onde ndo ha divisdo de trabalho
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reprodutivo, uma vez que E. cordata ndo € uma espécie comunal e nesta espécie a

razdo sexual encontrada foi de um macho para uma fémea.

A presenca de inimigos naturais e as associa¢coes entre fémeas nas reativacoes
Quando as taxas de parasitismo dos ninhos provenientes de fundacdes
(apresentados no Capitulo 1) sdo comparadas com as incidéncia dos inimigos
naturais dos ninhos reativados, pode-se perceber que tanto as incidéncias como a
diversidade de parasitoides ou cleptoparasitas encontrados sao distintas. Nos
processos de reativagdo foi verificado apenas tentativas de ataque pelo H. nigritula,
ja nos ninhos em processo de fundagdo foram encontrados: Coelioxys sp.,
Polistomorpha sp., A. masneri, A. oedipus, além de H. nigritula emergindo nos
ninhos. Como discutido no Capitulo I, H. nigritula tem uma estratégia de ataque bem
diferente dos demais. A fémea de H. nigritula é agressiva com as fémeas de
Euglossa, expulsando-as do ninho, podendo inclusive mata-las. Os comportamentos
descritos para H. nigritula indicam que a presenca de fémeas no ninho ndo influencia
no sucesso do parasitismo, pois a fémea cleptoparasita ndo se intimida com a
presenca de fémeas de Euglossa. Por outro lado, as fémeas parasitoides de
Coelioxys sp. e Polistomorpha sp. tém maiores chances de sucesso no parasitismo
quando nenhuma fémea de Euglossa esta presente no ninho, pois as fémeas
parasitoides esperam oportunidades em que as fémeas hospedeiras estdo ausentes
para entrar nos ninhos e parasitar as células (ROBERTS; DODSON, 1967; CANE,
1983; DANFORTH; VISSCHER, 1993; SCOTT et al., 2000; MICHENER, 2007). No
caso de A. masneri esta discussdo ndo poderia ser aprofundada, pela falta de
informagdes sobre o0s comportamentos de parasitismo. Considerando-se o

parasitoide A. oedipus, a discusséo talvez ndo fosse pertinente, jaA que as fémeas
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deste parasitoide ndo entram nos ninhos para realizar o parasitismo, elas colocam
seus ovos na entrada ou proximidade dos ninhos hospedeiros; as larvas, apos
eclodirem, procuram as células hospedeiras no interior dos ninhos (GERLING;
HERMANN, 1976).

Considerando-se apenas 0s comportamentos de parasitismo descritos
anteriormente seria esperado que nas reativacfes, onde frequentemente ocorrem
associacbes de fémeas, a incidéncia de parasitoides ou cleptoparasitas fosse
menor. Uma menor taxa de parasitismo seria esperada pelo fato de que nas
associacfes uma das fémeas, a dominante, tem o comportamento de permanecer
no ninho, o que intimidaria alguns parasitoides ou cleptoparasitas. No presente
estudo, o fato de apenas o cleptoparasita H. nigritula ter sido verificado tentando
invadir os ninhos oriundos de processos de reativacdo sugere que a presenca de
uma fémea constantemente no ninho pode reduzir os atagues dos inimigos naturais.
De modo semelhante, Soucy et al. (2003) e Otero et al. (2008) relatam uma maior
taxa de parasitismo em ninhos sem fémeas, para as espécies E. hyacinthina e E.

nigropilosa, respectivamente.

A estrutura sociogenética

As analises de segregacdo mendeliana da prole produzida pelas fémeas
dominantes (FP) indicam que elas se acasalaram com um unico macho. Deste
modo, os resultados obtidos neste estudo reforcam a monandria das fémeas na tribo
Euglossini, corroborando estudos realizados anteriormente (SOUZA, 2007,
ZIMMERMANN et al., 2009; OI, 2010). Este sistema de acasalamento tem sido
usualmente reportado para os himenopteros em geral (HUGLES et al.,, 2008;

STRASSMAN, 2001), inclusive, para as abelhas corbiculadas, com excecdo dos
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Apini (HUGLES et al., 2008). Ao que tudo indica, a monandria € uma caracteristica
ancestral dentro do grupo das abelhas corbiculadas (HUGHES et al.,, 2008).
Sistemas de acasalamento Unico promovem relacfes genéticas mais proximas entre
a prole e podem, assim, promover tolerancia entre as irmds que compartilham o
ninho, favorecendo a selecdo de parentesco (OTERO et al., 2008).

A monandria das fémeas das abelhas euglossineas tem sido associada
a um comportamento caracteristico dos machos desta tribo — a coleta de compostos
aromaticos em muitas familias de angiospermas, particularmente a familia
Orchidaceae, de onde vem a designacdo de “abelhas das orquideas”
(ZIMMERMANN et al., 2009). At¢é o0 momento, ndo se sabe ao certo porque 0S
machos apresentam este comportamento. Provavelmente, a coleta de fragrancias
tem relacdo com a atracdo de fémeas para o acasalamento. Uma das hipoteses é
gue os machos transformariam as fragrancias coletadas em feromonios sexuais para
a atracdo das fémeas (DRESSLER 1982; WILLIANS; WHITTEN 1983); outra
hipotese é que eles usariam estes compostos para atrair outros machos formando
‘leks”, para os quais as fémeas seriam atraidas (DODSON et al., 1969;
PERUQUETTI, 2000). Uma proposicao alternativa estabelece que a maior
capacidade dos machos em coletar compostos aromaticos € um sinal honesto de
sua qualidade genética para permitir a escolha pelas fémeas, razdo para a

monandria das fémeas (ZIMMERMANN et al., 2009).

O desvio reprodutivo

Os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com estudos
preliminares (GAROFALO, 1985; GAROFALO, 1992;: AUGUSTO; GAROFALO,

2011) e reforgam a hipotese de que o desvio reprodutivo em E. cordata € completo.
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Além disso, as analises indicam auséncia de correlacao entre o parentesco genético
e 0 desvio reprodutivo. O desvio reprodutivo se mostrou completo em diferentes
tipos de associacles entre as fémeas reativadoras. Se considerarmos as predicoes
dos modelos da concesséo e da restricdo, com relacdo ao parentesco genético e o
desvio reprodutivo (REEVE; KELLER, 2001; JOHNSTONE; CANT, 1999a), fica claro
que as predi¢cdes destes modelos sao inconsistentes com os resultados encontrados
neste estudo, pois o modelo da concessdo prevé correlacdo positiva entre
parentesco genético e desvio reprodutivo e 0 modelo da restricdo prevé correlacéo
negativa (REEVE; KELLER, 2001; JOHNSTONE; CANT, 1999a). Por outro lado, os
modelos de compromisso preveem auséncia de correlacdo ou correlacdo negativa
entre 0 parentesco genético e o desvio reprodutivo (REEVE; KELLER, 2001; CANT,
1998; REEVE et al., 1998; JOHNSTONE; CANT, 1999b). A auséncia de correlacao
entre parentesco genético e desvio reprodutivo, observada no presente estudo,
estaria de acordo com a predicdo dos modelos de compromisso. No entanto, estes
modelos apresentam outras predicbes néo consistentes com o0s resultados
encontrados. Os modelos de compromisso assumem auséncia de hierarquia entre
dominantes e subordinados (REEVE et al., 1998), o que ndo se adequa ao
encontrado em E. cordata. Neste caso, as predices dos modelos da concesséo e
restricdo se encaixam melhor, pois estes modelos predizem a presenca de uma
hierarquia entre dominantes e subordinados (REEVE; KELLER, 2001; CANT, 1998;

REEVE et al., 1998; JOHNSTONE; CANT, 1999b).

Outro modelo do desvio reprodutivo que prediz auséncia de correlagédo
entre 0 parentesco genético e o desvio reprodutivo € uma extensdo dos modelos da
concessao conhecido com o jogo da licitagao (REEVE; KELLER, 2001). No entanto,

este modelo prediz um alto nimero de associacfes entre fémeas ndo aparentadas
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(REEVE; KELLER, 2001), o que esta em desacordo com o que foi encontrado, visto

gue as associacdes entre fémeas nédo aparentadas sdo muito raras.

De acordo com Augusto e Garofalo (2011) o modelo da concesséao
seria 0 mais adequado para explicar o padrdo encontrado em E. cordata. No
entanto, os dados encontrados neste estudo ndo reforcam esta hipotese.
Certamente, em E. cordata existe uma preferéncia por associacdes entre fémeas
aparentadas, mas as taxas de desvio reprodutivo ndo parecem ser condicionadas
pelo parentesco entre as fémeas reativadoras. De acordo com Cocom Pech et al.
(2008), o parentesco genético pode ter sido importante para a evolu¢cdo do
comportamento social em um primeiro momento; no entanto, em um segundo
estagio, fatores coercitivos poderiam surgir, reforcando a cooperacédo entre fémeas
de Euglossa. Deste modo, conforme predito pela selecdo de parentesco, o
parentesco entre os membros do grupo seria importante, ainda que em um primeiro

estagio, para a evolu¢do do comportamento social.

Quando os comportamentos descritos para as demais espécies de
Euglossa que apresentam algum grau de divisdo de trabalho reprodutivo séo
considerados, uma caracteristica compartilhada por todas as espécies é evidente:
nas relagdes entre mées e filhas, as mées sdo sempre as fémeas dominantes. Se o
parentesco genético € caracteristica favoravel para o surgimento da divisdo de
trabalho reprodutivo, isto parece ser coerente com esta caracteristica compartilhada.
Nestas situacdes, dada a monandria das fémeas, a mée estaria produzindo irmas (r=

0,75) e irmaos (r= 0,25) das fémeas subordinadas e o fithess inclusivo das

subordinadas seria alto.

Nas associa¢Oes matrifiliais em E. viridissima a mée parece garantir a

maternidade de todos os individuos da prole quando se associa a apenas uma filha.
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No entanto, na presenca de duas filhas, a mae parece ndo produzir um desvio
reprodutivo completo (COCOM PECH et al., 2008). A presenca de agressédo em E.
cordata e sua auséncia em E. viridissima pode apontar para o surgimento da
agressao como um mecanismo de coer¢cdo em E. cordata que garante a fémea
dominante um desvio reprodutivo completo, mesmo em associa¢cdées com mais de
uma filha. Apds o surgimento de um componente de coercao, a estrutura social pode
se tornar um pouco mais fixa, e um desvio reprodutivo completo passa a ocorrer,
mesmo quando o parentesco genético se dilui. Isto ndo quer dizer que o parentesco
genético ndo possa ter sido importante para o surgimento da divisdo de trabalho,
antes do surgimento de fatores coercitivos. Com relacdo a agressao, os modelos do
desvio reprodutivo consideram que 0 parentesco elevado entre os membros do
grupo seria uma condi¢do propicia para o surgimento deste comportamento nos
modelos transacionais, da concessdo e da restricdo. De acordo com as predicoes,
quando a agressao surge € predito um aumento na taxa de desvio reprodutivo
(REEVE; KELLER, 2001). De acordo com estas predi¢cdes, em E. cordata existiriam
condi¢cdes propicias para o surgimento de agressdo, dada a alta frequéncia de
associacOes entre fémeas com elevado parentesco, que seriam as associagdes
matrifiliais e sororais. Também, de acordo com essas predicbes, o0 desvio
reprodutivo completo, observado em E. cordata, poderia ter relacdo com a agressao

nos ninhos.

Além da alta frequéncia das associa¢des entre parentes, outro ponto
gue nédo deve ser ignorado € o fato das colénias de Euglossa possuiram um ciclo em
gue o parentesco genético estd sempre se restabelecendo. Sempre que o
parentesco genético se dilui, ele pode ser restabelecido, a cada reativagéo realizada

por uma Unica fémea. Esta caracteristica pode tornar os eventos, onde o parentesco
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se dilui, pouco importantes. Se o ciclo das col6nias for considerado como um todo,
as associacbes entre fémeas com baixo grau de parentesco seriam minoria,
enquanto que as associacfes onde elas possuem um alto grau de parentesco e,
portanto, situacbes relacionadas a um alto fithess inclusivo para as fémeas

subordinadas, seriam maioria.

Conforme apresentado, a auséncia de correlacdo entre o desvio
reprodutivo e o parentesco entre as fémeas reativadoras e outras caracteristicas da
estrutura social de E. cordata, tais como a presenca de uma hierarquia bem definida
entre as fémeas reativadoras e a baixa frequéncia com que as associa¢des entre
fémeas ndo aparentadas ocorre, impossibilita que as predicdes de um Unico modelo
do desvio reprodutivo explique a estrutura encontrada em E. cordata. Nesta espécie,
podem ser encontradas tanto predicdes descritas para os modelos transacionais,

como para 0s modelos de compromisso.

A alta frequéncia com que as associacoes entre fémeas aparentadas
ocorre, comparada com a rara frequéncia das associacdes entre fémeas nao
aparentadas, encontradas no presente estudo e reportadas em estudos anteriores
(AUGUSTO; GAROFALO, 2011), indica preferéncia por associacdes entre parentes.
No entanto, a auséncia de correlacdo entre o desvio reprodutivo e parentesco
genético pode indicar a presenca de componentes coercitivos, como a agressao,
gue garantem a dominancia reprodutiva de uma das fémeas, mesmo nas situacdes
que o parentesco se dilui ou é inexistente. A medida que a correlagéo entre desvio
reprodutivo e parentesco seja investigada para mais espécies de Euglossa, sera
possivel discutir com mais consisténcia tanto a estrutura social de E. cordata, como
a evolucdo do desvio reprodutivo no género Euglossa. No entanto, os resultados

encontrados neste estudo apontam para um possivel caminho. Em E. cordata, o
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parentesco genético pode ter sido importante em um primeiro estagio, favorecendo a
tolerancia e a cooperacao entre as fémeas. Mas, em um segundo estagio, pode ter
ocorrido o surgimento de fatores coercitivos para garantir a divisdo de trabalho
reprodutivo. Além disso, este estudo reforca a ideia de que os marcadores
moleculares podem ser grandes aliados nos estudos de comportamento, fornecendo
novas possibilidades e perspectivas para o estudo do comportamento social em

espécies de Euglossa.
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CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Este estudo contribui com informacfes relevantes para um melhor
conhecimento da biologia de nidificacdo no género Euglossa, principalmente no que
diz respeito aos inimigos naturais, pois algumas informacdes apresentadas aqui nao
haviam sido relatadas. O trabalho também inova ao associar observacdes diretas de
comportamento a analises de parentesco, realizadas mediante o uso de marcadores
moleculares, no estudo do comportamento social em Euglossa e na tribo Euglossini.
Ao abordar o problema do desvio reprodutivo em E. cordata, fazendo o uso de duas
metodologias combinadas, este trabalho confirma a existéncia de desvio reprodutivo
completo nesta espécie, cuja suspeita havia sido reportada em estudos prévios. Esta
constatacdo permitiu que as predicdes da teoria de selecdo de parentesco e dos
modelos do desvio reprodutivo pudessem ser exploradas de maneira mais ampla.
Deste modo, ao analisar o padréo existente em E. cordata a luz dessas predi¢des e
realizando comparacdes com outras espécies do género, foi possivel levantar
hip6teses sobre o surgimento do padréo encontrado nessa espécie. Estas hipbteses
apontam para um caminho até entdo pouco explorado em suas potencialidades, os
comportamentos agonisticos.

Explorar  as interacdbes  agonisticas  quantitativamente e
gualitativamente, nos diferentes tipos de associa¢cdes entre fémeas, pode fornecer
indicios sobre situacbes e associacdes mais favoraveis para o surgimento da
agressao. Neste sentido, sera necessario estudar espécies com desvio reprodutivo
completo e espécies onde a fémea subordinada tem participacdo na producdo da
prole. Aléem disso, sera fundamental estimar desvio reprodutivo em espécies nas

quais ndo ha interacbes agonisticas para investigar se estas interacdes podem ser
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consideradas coercitivas, garantindo um desvio reprodutivo maior as fémeas
dominantes.

Tratando-se de interacdes agressivas, experimentos futuros devem ser
muito bem delineados. Talvez o puro e simples niamero de interacbes agonisticas
nao seja uma boa medida de agressividade. Embora este estudo ndo tenha
estimado interacfes agressivas quantitativamente, foi possivel perceber que,
independentemente do tipo de associacdo, a fémea dominante se torna mais
agressiva conforme o numero de células construidas aumenta e conforme ela vai
ficando mais velha. Para que as estimativas quantitativas de agresséao reflitam de
fato o tipo de associacdo entre as fémeas e ndo sejam enviesadas pelo estado de
desenvolvimento do ninho, serd muito importante quantificar as agressées em
ninhos que tenham estados de desenvolvimento semelhantes (nUmero de células
semelhantes) e que além disso, as fémeas dominantes ndo tenham uma diferenca
muito grande de idade. No entanto, dada a dificuldade de encontrar ninhos de
Euglossa na natureza e dificuldades de manté-los em laboratério, um delineamento
experimental deste tipo sera pouco viavel. Contudo, uma alternativa sera quantificar
0 numero de interacfes agressivas apenas em momentos especificos que parecem
ser menos influenciados pelo estagio de desenvolvimento dos ninhos e idade das
fémeas, 0 momento da construcdo do colar, que parece ser menos susceptivel a
estas variaveis.

De acordo com o que foi apresentado, este estudo reforca o uso de
marcadores moleculares associados as observacdes diretas de comportamento em
Euglossa, os quais podem ampliar as perspectivas das investigacdes sobre a

estrutura social de diferentes espécies do género. Por fim, este estudo sugere um
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esforco em investigacdes mais detalhadas sobre interacdes agonisticas para uma

melhor compreenséo da evolucao da divisado de trabalho reprodutivo em Euglossa.
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parasitism/phorid /immature

The phorid genus Melaloncha Brues, 1904, also
known as bee-killing flies, actually comprises 167
species and can be found mostly in the Neotropical
region (Brown 2009). Most of the Melaloncha are
endoparasitoids of corbiculate, eusocial bees, as
stingless bees (Meliponini), bumble bees (Bombus
Latreille), and honey bees (Apis mellifera (Linnaeus))
(Ramirez 1982; Brown 2006). Additionally, there are
records of species of the genus Melaloncha attacking
a noncorbiculate bee of the family Halictidae and a
social wasp of the genus Polybia (Lutz and Brown
2013; Weislo et al. 2004). This note comprises the
first records of Melaloncha parasitizing Euglossini
and Centridini bees. Melaloncha specimens were
collected in southeastern Brazil parasitizing Euglossa
cordata (Linnaeus), Euglossa townsendi Cockerell,
and Centris analis (Fabricius).

The Euglossa parasitoids were identified as
Melaloncha ronnai Borgmeier while the Melaloncha
attacking C. analis could not be identified to species
as only its pupa was collected. M. ronnai is one of the
best studied species of the genus, with its life cycle
thoroughly described from specimens attacking A.
mellifera (Ronna 1936). Considering that A. mellifera
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was introduced in the Neotropical region, the original
host of M. ronnai was still considered doubtful (Brown
2004). All the examined specimens are deposited in the
Museu de Zoologia da Universidade de Sdo Paulo,
Brazil (MZSP).

M. ronnai Borgmeier (Figure la—c, puparium)

New examined material. 1f# with puparium,
Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brazil, 21.16°S,
47.85°W, 03.ix.2010, adult emerged from a founder
female of E. cordata, Gar6falo C.A. col.; 1f# with
puparium, Sdo Carlos, Sdo Paulo, Brazil, 22.01°S,
47.89°W, 27.v.2013, adult emerged from a forager
female of E. cordata, Freiria G.A. col.; 1 m# with
puparium, S8o Carlos, S&o Paulo, Brazil, 21.59°S,
47.52°W, 26.iv.2013, adult emerged from a founder
female of E. townsendi, Freiria G.A. col.

The three puparia were found occupying almost
completely the internal area of the mesosoma of the
bee, upside down. M. ronnai puparium is very similar
to the one of a Melaloncha species described by
Lucia et al. (2013), a Bombus parasitoid, differing
only by its shorter length (3.5 mm in comparison
with the 5 mm puparium of the Bombus parasitoid).

Melaloncha sp. (Figure 1d-h, puparium and pupa)

Examined material. One pupa from Ribeirdo Preto,
Séo Paulo, Brazil, 21.16°S, 47.85°W, 03.ix.2010,
Rocha-Filho L.C. col.
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Figure 1. Melaloncha puparium and pupa. a—¢ Melaloncha ronnai. a Puparium basal part in ventral view, b puparium
basal part in dorsal view, ¢ detachable cap and anterodorsal plates. d-h Melaloncha sp., d puparium in ventral view, e
puparium in dorsal view, f puparium dorsal with anterodorsal plates removed, g pupa in left lateral view, h pupa in
dorsal view. adp Anterodorsal plate, bp branched projections, ps posterior spiracle, rh respiratory horn.

The puparium was removed from the interior of ACKNOWLEDGEMENTS
the mesosoma of a C. analis, which constitutes the

first record of a Melaloncha attacking a Centridini We would like to thank Diego Sasso Porto by
bee. It is very similar to the M. ronnai puparium, but  finding the parasitoid inside the C. analis during his
with slightly shorter branched projections. studies. This study benefited from FAPESP grants:
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