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PINA, Welber da Costa. Uma abordagem comportamental, genética e quimica de
Epicharis dejeanii (Apidae: Centridini) nidificando em agregacao. 2021. 61 f +
xXi. Tese (Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2021.

RESUMO

Sao escassas as informacdes sobre a biologia de nidificacdo de abelhas solitarias
neotropicais, que constroem ninhos em agregacdo, especialmente sobre o0s
mecanismos comportamentais, quimicos e genéticos envolvidos no reconhecimento
de parceiros para o acasalamento. Neste sentido, abordagens integrando diferentes
metodologias podem constituir ferramentas valiosas na busca de informagdes sobre
mecanismos de reconhecimento de parceiros em abelhas que nidificam em
agregacodes. Epicharis dejeanii € uma espécie solitaria, neotropical, protandrica, com
ciclo de vida univoltino e habito de nidificar em agregacfes. Neste estudo,
descrevemos 0 comportamento de acasalamento e avaliamos as estratégias
reprodutivas empregadas por machos durante o periodo reprodutivo de E. dejeanii
nidificando em uma grande agregacdo. Além disso, empregamos analises dos
hidrocarbonetos cuticulares (HCs) juntamente com marcadores moleculares
geneéticos para investigar o possivel papel dos HCs no mecanismo de sinalizagéo do
reconhecimento quimico entre individuos e parentesco genéticos entre estes,
respectivamente. Espécimes de E. dejeanii foram amostrados, na llha do Superagui,
no sul do Brasil, durante duas estacbes reprodutivas consecutivas
(novembro/dezembro de 2017 e 2018). As observacdes sobre o comportamento de
acasalamento e as patrulhas dos machos foram realizadas durante 37 dias, das 6 as
18h, entre novembro e dezembro desses anos. Durante as coletas, machos
patrulhando e/ou copulando foram coletados e utilizados para medidas
morfométricas. Nas analises genéticas, 45 machos e 35 fémeas (80 individuos)
foram genotipados para 12 locos microssatélites. Adicionalmente, caracterizou-se 0s
HCs destes individuos, por meio de um sistema de cromatografia a gas acoplado a
espectrometria de massa. Os machos foram ativos apenas em novembro/dezembro
e apresentaram duas taticas de patrulha por acasalamento: i) sobrevoo proximo ao
solo (ii) voos sobre arvores (em alturas de aproximadamente 2,5 m e distantes cerca
de 2 a 5 m da agregacao de nidificacdo). As analises morfométricas revelaram uma
maior largura da cabeca e distancia intertegular entre os machos que patrulham
acima das plantas, oposto ao observado para algumas espécies de Centris,
sugerindo que a estratégia adotada tem associacdo com o tamanho corporal dos
machos. No entanto, ambas as estratégias foram eficazes no sucesso da copula. Os
machos demonstraram um pico de atividade no patrulhamento em busca de fémeas
entre 9h e 11h:30, coincidente com o periodo de maior emergéncia de fémeas e
maior numero de acasalamentos. Os dados moleculares revelaram altos niveis de
diversidade genética, sugerindo baixo nivel de endogamia na populacdo da
agregacdo. As analises genéticas também demonstraram auséncia de parentesco
entre 0s machos e fémeas de seis casais que foram coletados durante o processo
de copula. Os resultados também indicaram que, enquanto variacdes quantitativas e
gualitativas dos HCs permitiram diferenciar os sexos dos individuos e fémeas
virgens das ja acasaladas, nenhuma distingdo nos HCs foi observada entre machos
gue empregavam diferentes tipos de estrategias de buscas por fémea. Por outro



lado, a analise do perfil de HCs, entre parentes e ndo parentes, demonstrou que 0s
compostos cuticulares avaliados permitem a distingdo entre os grupos. Os
resultados obtidos indicam que os HCs s&o potencialmente importantes podendo
atuar no reconhecimento de parentes em E. dejeanii prevenindo a depressao por
endogamia do agregado..

Palavras-chave: abelha neotropical; agregacdo de ninhos; comportamento de
acasalamento; hidrocarbonetos cuticulares; marcadores microssatélites.



PINA, Welber da Costa. A behavioral, genetic and chemical approach of the
Epicharis dejeanii (Apidae: Centridini) nesting in aggregation. 2021. 61 p + Xxi.
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ABSTRACT

There is little information on the nesting biology of solitary neotropical bees that build
nests in aggregation. Little is known especially about the mechanisms behavioral,
chemical and genetic involved in the recognition of mating partners. In this sense,
approaches integrating different methodologies could be valuable tools in the search
for information on mechanisms for recognizing partners in bees that nest in
aggregations. Epicharis dejeanii is a species of solitary, Neotropical, protandric bee,
with a univoltine life cycle and which has the habit of nesting in aggregations. In this
study, was described describe the mating behavior and evaluate the reproductive
strategies employed by the males during the reproductive period of E. dejeanii
nesting in a large aggregation. In addition, it used to analyze cuticular hydrocarbons
(HCs) together with genetic molecular markers to investigate the possible role of HCs
in the signaling mechanism of chemical recognition between individuals and genetic
kinship between them, respectively. Thus, individuals of this species were sampled
on the Island of Superagui, in southern Brazil, during two consecutive breeding
seasons (November/December 2017 and 2018). Observations on mating behavior
and male patrols were carried out for 37 days, from 6:00 am to 6:00 pm, between
November and December of those years. During sampling, males patrolling and / or
copulating with females of E. dejeanii were collected and used for morphometric
measurements. In the genetic analyses, 45 males and 35 females (80 individuals)
were genotyped for 12 microsatellite loci. Additionally, the HCs of these individuals
were characterized by means of a gas chromatography system coupled to mass
spectrometry. Males were active only in November/December and presented two
mating patrol tactics: i) flyover near the ground and (ii) flights over trees (at heights of
approximately 2.5m and approximately 2 to 5m from nesting aggregates).
Morphometric analyses revealed a greater head width and intertegular distance
among males patrolling above plants, opposite to that observed for Centris species,
suggesting that the adopted patrol strategy has an association with the body size of
males. However, both strategies were effective in copulation success. Males showed
a peak of activity on patrol in search of females between 9:00 and 11:30 hours, which
coincided with the period of greatest emergence of females, and when the highest
number of matings was observed. The molecular data revealed high levels of genetic
diversity, suggesting a low level of inbreeding in the population of the aggregation.
Genetic analyzes also demonstrated an absence of kinship between the males and
females of six couples that were collected during the copulation process. The results
also indicated that, while quantitative and qualitative variations in CHCs allowed to
differentiating the sexes of individuals and virgin females from those already mated,
no distinction in the CHCs between males employing different types strategic of
searches female was observed in the analyzes. On the other hand, the analysis of
the profile of CHCs between relatives and non-relatives demonstrated that the
cuticular compounds evaluated are capable of allowing the distinction between
groups. The results obtained indicate that CHCs are potentially important and may



act in the recognition of relatives in E. dejeanii preventing depression by inbreeding
of the aggregate.

Keywords: neotropical bee; nest aggregation; mating behavior; cuticular
hydrocarbons; microsatellites markers.
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1. APRESENTACAO

A ideia central desta tese surgiu em 2017, a partir de discussdes e
inquietacbes sobre o estudo que investigava o comportamento de nidificacdo das
fémeas de Epicharis dejeanii, em uma agregacdo que ocupa uma area aproximada
de 2.000 m? e reune centenas de ninhos, na Illha do Superagui/PR. Essa agregacéo
foi identificada em novembro de 2013 e, a partir de 2014, vem sendo monitorada e
analisada pela equipe do Laboratério de Genética e Ecologia Animal (LAGEA) da
UEL.

Embora importantes aspectos comportamentais e da biologia de nidificacao
de E. dejeanii tivessem sido descritos, outras indagacdes permaneciam sem
respostas como, por exemplo, quando e como os machos patrulham? Os machos
tém a capacidade de patrulhar em locais especificos, gerando territorios no
agregado? Existe algum sistema de reconhecimento de parentes para evitar a
endogamia e possibilita a persisténcia deste tipo de nidificacdo na natureza? Deste
modo, com o propoésito de solucionar lacunas sobre o sistema de acasalamento de
abelhas solitarias neotropicais, o principal objetivo desta tese foi investigar a possivel
existéncia de um sistema de reconhecimento entre parentes para evitar o colapso da
populacdo pela depressdao endogamica. O estudo envolveu observacdes do
comportamento dos machos em uma agregacao de ninhos da espécie E. dejeanii e
analises genéticas e quimicas, envolvendo marcadores microssatélites e analises de
hidrocarbonetos cuticulares, respectivamente.

Os resultados deste trabalho estdo apresentados em dois capitulos, além de
de uma introducdo geral, que aborda alguns aspectos da biologia do género
Epicharis, sobre os marcadores microssatélites, os hidrocarbonetos cuticulares e
suas respectivas aplicacbes em estudos com abelhas com interesse na
determinacdo de parentesco, na discriminacdo entre individuos, sexos e parceiros
sexuais.

O Capitulo 1, intitulado “Male strategies and mating behavior in the
Neotropical bee Epicharis (Anepicharis) dejeanii (Apidae: Centridini)”, descreve o
comportamento de acasalamento de Epicharis dejeanii e apresenta as estratégias
reprodutivas empregadas pelos machos durante o periodo reprodutivo em uma area
contendo a agregacdo de ninhos desta espécie. Este trabalho foi publicado (online)

no periodico Journal of Apicultural Research, em margo de 2020.
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O Capitulo 2, intitulado “Uma analise integrada genética e dos
hidrocarbonetos cuticulares desvenda aspectos do processo reprodutivo de
Epicharis dejeanii (Apidae: Centridini), uma abelha solitaria”, apresenta os resultados
referentes as andlises de microssatélites e dos hidrocarbonetos cuticulares, que
envolveram individuos machos e fémeas da agregacédo de ninhos, para a obtencao
de informacg@es genéticas e sinalizacdo quimica que propiciam o reconhecimento de

individuos aparentados, o sexo e o status reprodutivo da fémea.



2. INTRODUCAO GERAL

A tribo Centridini € um dos mais diversos grupos de abelhas da regido
Neotropical (MICHENER, 2007). A posi¢do filogenética de Centridini, dentro da
linhagem Apidae, tem gerado controvérsias sobre sua monofilia e vem sendo
debatida. A classificagdo tradicional, que usa caracteres morfologicos, suporta
Centris Fabricius 1804 e Epicharis Klug 1807 como grupos-irmé&os (ROIG-ALSINA &
MICHENER, 1993), provavelmente devido aos caracteres relacionados ao
comportamento de coleta de Oleo. Entretanto, estudos utilizando caracteres
moleculares sugerem a parafilia da tribo, mostrando Epicharis como grupo-irméo de
um clado compreendendo Centris e as abelhas corbiculadas (CARDINAL et al.,
2010; MARTINS & MELO, 2016). Contudo, os géneros Centris e Epicharis séo
consistentemente monofilético em todas as analises (ROIG-ALSINA & MICHENER,
1993; CARDINAL et al., 2010; MARTINS & MELO, 2016).

Centris € um género mais diverso, com cerca de 230 espécies, amplamente
distribuido pelas Américas (MICHENER, 2007), enquanto Epicharis possui
atualmente 35 espécies catalogadas e apresenta distribuicdo exclusiva aos
neotropicos (MOURE et al., 2012). Estes dois géneros sao de abelhas solitarias, de
tamanho médio a grande, robustas, ‘pilosas’ e que voam muito rapido (MICHENER,
2007). Grande parte das espécies constroem seus ninhos no solo, em barrancos ou
no solo plano (AGUIAR & GAGLIANONE, 2003) e algumas delas usam cavidades
preexistentes em madeira morta para nidificacdo (COVILLE et al., 1983; FRANKIE et
al., 1993).

A maioria das fémeas das espécies de Centris e todas de Epicharis, além de
visitarem as plantas para coleta de pdlen e néctar, apresentam nas pernas
estruturas morfolégicas especializadas para a coleta, manuseio e transporte de 6leo
floral (VOGEL, 1974; NEFF & SIMPSON, 1981). Esses 06leos sdo usados como
material de construcdo e de impermeabilizacdo das células de cria (VINSON et al.,
1996). Além disso, estudos recentes sugerem que os Oleos florais podem fornecer
protecdo contra cleptoparasitas (NEFF & SIMPSON, 2017). Enquanto Centris visita
uma ampla gama das familias de angiospermas produtoras de Oleo, Epicharis coleta
6leo apenas em Malpighiaceae (ALVES-DOS-SANTOS et al., 2007).

As 35 espécies de Epicharis sdo abelhas solitarias, distribuidas em nove

subgéneros, com ocorréncia nas Américas do Sul e Central, e com registro também
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para o México (MOURE et al., 2012). No Brasil, espécies deste género foram
registradas em diversos ambientes, como na Mata Atlantica, Cerrado, Florestas
Amazobnica, em formacdes vegetais de campos e em &reas antrépicas
(GAGLIANONE, 2001). Aléem de serem visitantes de varias familias de angiospermas
(MACHADO, 2004) em ecossistemas naturais, varias espécies de Epicharis tém sido
reconhecidas como importantes polinizadores de diferentes culturas agricolas
(GAGLIANONE et al., 2010; VILHENA et al.,, 2012; GIANNINI et al.,, 2015) e de
espécies de plantas nativas (DUNLEY et al., 2009; SAZAN et al., 2014).

As fémeas de Epicharis cavam buracos no solo, especialmente arenosos,
para construcdo dos ninhos (GAGLIANONE, 2005) e algumas espécies podem
formar grandes agregacdes (ROUBIK & MICHENER, 1980; HILLER & WITTMANN,
1994; INOUYE, 2000). Estudos em Epicharis sédo direcionados para aspectos sobre
sazonalidade, biologia de nidificacdo, inimigos naturais e as fontes de recursos
utilizadas para a alimentacdo da sua prole em algumas espécies, como em E.
dejeanii (HILLER & WITTMANN, 1994; DEC & VIVALLO, 2019), E. nigrita Friese,
1900 (GAGLIANONE, 2005; MARTINS et al., 2019), E. bicolor Smith, 1854 (ROCHA-
FILHO et al., 2008), E. metatarsalis Friese, 1899 (THIELE & INOUYE, 2007), E. picta
Smith, 1874 (GAGLIANONE et al., 2015) e E. albofasciata Smith, 1874 (ROZEN,
2016). Além disso, outros estudos tém focado no comportamento de fémeas, como
nas pistas visuais e olfativas para o reconhecimento individual da cavidade do ninho
em E. metatarsalis (INOUYE, 2000) e no aprovisionamento de polén por E. rustica
Olivier, 1879 (CARVALHO & RAW, 2017). Apesar de avan¢cos no conhecimento
sobre o0 género, muitos aspectos ainda sdo escassos na literatura e sdo necessarios
pesquisas direcionadas que elucidem as lacunas existentes.

Epicharis (Anepicharis) dejeanii Lepeletier 1841 € uma das espécies que
constroem ninhos em agregacodes, nidificando principalmente em solos arenosos e é
endémica da América do Sul (HILLER & WITTMANN, 1994; DEC & VIVALLO, 2019).
Estudos sobre a biologia de nidificacdo e comportamento de acasalamento em E.
dejeanii tém apontado caracteristicas importantes da ecologia desta espécie. Por
exemplo, nesta abelha os machos emergem primeiro que as fémeas (protandria) e
ocorre somente uma geragao por ano (espécies univoltina) durante o periodo mais
guente do ano (novembro a fevereiro) (HILLER & WITTMANN, 1994; UEMURA,
2017; DEC & VIVALLO, 2019, 2020; PINA et al., 2020). As fémeas, durante a

construcéo de ninhos, retiram o solo para o estabelecimento da cavidade, gerando
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monticulos (tumulus), que podem ser facilmente observados, indicando atividade de
construcdo de ninhos (HILLER & WITTMANN, 1994; UEMURA, 2017; DEC &
VIVALLO, 2019). As informag6es sobre o numero médio de células produzido pelas
fémeas séo controversas, enquanto Uemura (2017) e Dec e Vivallo (2019) apontam
para producdo de uma ou, no maximo, duas células, Hiller e Wittmann (1994)
encontraram um alto niumero de células reprodutivas, média de 10 células por ninho.
Outro fato interessante em E. dejeanii € que varios machos voam no agregado e
exibem uma intensa competicdo intraespecifica (PINA et al., 2020; DEC & VIVALLO,
2020), empregando diferentes estratégias de patrulha para o acasalamento: machos
maiores patrulham nas plantas e os menores perto do chéo, na area de nidificacdo
(PINA et al., 2020). Ainda, os machos podem cavar o solo em busca de fémeas
virgens emergentes (DEC & VIVALLO, 2020).

Embora aspectos importantes da biologia de nidificacdo e comportamental em
E. dejeanii ja tenham sido elucidados, outras perguntas ainda permanecem sem
respostas, como por exemplo: as fémeas séo filopatricas? Elas tém preferéncia pela
construcdo de ninhos proximos uns aos outros, gerando territdrios dentro dos
agregados? Existe algum mecanismo de reconhecimento de parentes que evite o
colapso da populacéo pela depressao endogamica?

A construcdo de ninhos em agregados e a persisténcia deles na natureza
(GAGLIANONE, 2005; THIELE & INOUYE, 2007; ROCHA-FILHO et al.,, 2008;
UEMURA, 2017; DEC & VIVALLO, 2019) indicam que as fémeas de Epicharis
voltam ao local de nascimento para a construcdo de seus ninhos. Este provavel
comportamento filopatrico pode resultar em um elevado grau de parentesco nas
populacdes, pois as agregacdes tem potencial para aumentar a probabilidade de
acasalamento entre parentes (PAXTON et al., 1996; DANFORTH & BALLARD,
2003; LOPEZ-URIBE et al., 2015). Os acasalamentos endogamicos aumentam a
expressao fenotipica de alelos recessivos deletérios, podendo levar as populacdes a
extingdo por depressdo endogamica (CHARLESWORTH & CHARLESWORTH,
1987; KELLER & WALLER, 2002). Sendo assim, considerando os altos custos que
esta depressao impbe as populacdes, no caso de Epicharis, em que o habito de
nidificar em agregacdes é relativamente comum (GAGLIANONE, 2005), podem ter
surgido estratégias evolutivas que minimizem os acasalamentos endogamicos, como
0 reconhecimento entre irmaos.

A patrulha dos machos de E. dejeanii em locais especificos nos agregados
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(PINA et al., 2020) pode gerar territorios e pode ser indicativo da habilidade dos
machos em reconhecer fémeas aparentadas, principalmente, se as fémeas
construirem seus ninhos em regiées demarcadas nas agregacdes. Neste sentido, tal
comportamento pode indicar a existéncia de um sistema de reconhecimento pré-
acasalamento. Tal sistema poderia impedir acasalamentos entre irmaos nas
populacdes.

As abelhas sao particularmente interessantes, por diferentes particularidades,
guando estratégias preventivas a endogamia sdo consideradas. O proprio sistema
haplodiploide de determinacdo do sexo implica em maior parentesco nas familias de
abelhas, as irmas completas sao 75% aparentadas (HAMILTON, 1972; RATNIEKS &
HELANTERA, 2009). Deste modo, os efeitos da endogamia podem ser
potencializados por um sistema de determinacdo do sexo que resulte em um
elevado grau de parentesco. No entanto, alguns autores sugerem que O sistema
haplodiploide minimizaria os efeitos da endogamia nas populacbes, porque 0s
machos, como haploides, purgariam os alelos deletérios, prevenindo a depressao
endogamica (HENTER, 2003).

Além do sistema haplodiploide de determinacdo do sexo, muitas espécies de
abelhas apresentam um loco sexual, sl-CSD (Single locus complementary sex
determination), que parece ser composto por diferentes alelos, na maioria das
populacdes (COOK, 1993; COOK & CROZIER, 1995; HEIMPEL & BOER, 2008). No
entanto, caso esse loco entre em homozigose, ao invés da producdo de fémeas
serdo produzidos machos diploides estéreis (COOK & CROZIER, 1995). Deste
modo, outro resultado dos acasalamentos endogamicos pode ser a diminuicdo de
alelos no loco sICSD e a consequente producdo de machos diploides que impdem
um custo a populacdo por serem estéreis (METZGER et al., 2010). Assim, a perda
da diversidade genética tem sido apontada como uma das provaveis causas
responsaveis pelo declinio mundial nas populacdes de abelhas (WINFREE et al.,
2009; ZAYED, 2009; POTTS et al., 2010).

Dentre as técnicas mais utilizadas em estudos genéticos estd a da Reacao
em Cadeia de Polimerase (PCR), que consiste em uma sequéncia de ciclos que
permite a multiplicacdo de fragmentos de DNA a partir de iniciadores (primers) e
enzimas que realizam a replicacdo (DNA polimerases), permitindo a analise de
amostras do DNA (SNUSTAD & SIMMONS, 2017). Diferentes tipos de marcadores

moleculares podem ser obtidos a partir de variagbes da PCR, por exemplo, AFLP
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(Amplified Fragment Length Polymorphism), ISSR (Inter Simple Sequence Repeat),
SSR (Simple Sequence Repeats), RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA),
entre outros (TURCHETTO-ZOLET et al., 2017).

Dentre os marcadores moleculares mais utilizados nas ultimas décadas estédo
0s microssatélites, também conhecidos como sequéncias simples repetidas (SSRs),
gue sdo sequéncias curtas de DNA que consistem em motivos repetidos em tandem
de comprimentos variados. Os microssatélites estdo mais comumente presentes em
regides nao codificantes e sdo caracterizados por altos niveis de polimorfismo,
resultado de dois mecanismos de mutacdo: deslizamento da enzima durante o
processo de replicacdo e permuta desigual (SNUSTAD & SIMMONS, 2017,
TURCHETTO-ZOLET etal., 2017).

Em virtude dos altos niveis de polimorfismo, esses marcadores multialélicos
codominantes tém sido frequentemente usados em estudos para caracterizacéo
genética, estrutura populacional e filogeografia nas populacbes de abelhas sociais
(MORITZ et al., 1986; ARIAS et al., 1990; GARNERY et al., 1992; OLDROYD et al.,
1992; ARIAS & SHEPPARD, 1996; SMITH et al., 2000). Em abelhas solitarias, que
compreendem a maior diversidade de espécies, avancos e aumento no nimero de
investigacbes analisando a diversidade genética e estrutura populacional, tém
ocorrido, principalmente, nas diferentes espécies da tribo Euglossini (SOFIA et al.,
2005; CERANTOLA et al., 2010; ZIMMERMANN et al., 2011; BOFF et al., 2014;
PENHA et al., 2015).

Em abelhas solitarias que nidificam no solo, pesquisas tém demonstrado as
dificuldades em encontrar e retirar intactas células de cria nas escavacdes. Além
disso, células que sdo levadas para os laboratérios e abertas para acompanhar o
desenvolvimento dos imaturos, na grande maioria, sdo atacados por fungos
(GAGLIANONE, 2001; MARTINS ET AL., 2014; GAGLIANONE ET AL., 2015; DEC &
VIVALLO, 2019). Este habito de nidificacdo limitam as inferéncias genealdgicas das
populacdes através dos estudos direto do comportamento. Por conta disso, os
marcadores microssatélites tem sido uma importante ferramenta empregada para
pesquisas que analisam o parentesco genético entre os individuos no agregado,
como ocorre em poucos géneros de abelhas ndo Neotropicais, como por exemplo,
Amegilla (BEVERIDGE & SIMMONS, 2006; BEVERIDGE et al., 2006), Colletes
(DAVIS et al., 2010; LOPES-URIBE et al., 2015) e Andrena (PAXTON et al., 1996;
2000; EXELER et al., 2008; 2010). J& em Epicharis, os estudos e ferramentas
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moleculares utilizadas, até o momento, se restringiram a uma abordagem evolutiva
taxondmica (MARTINS et al., 2015; MARTINS & MELO, 2016.

As analises de marcadores moleculares e quimicas se complementam, uma
vez que os hidrocarbonetos cuticulares (HCs) séo resultantes de heranca genética.
Estes Hcs, desempenham um papel importante na comunicacdo quimica e,
consequentemente, no reconhecimento entre individuos, nos insetos (KELLER &
NONACS, 1993; KATHER & MARTIN, 2012). Assim, através destes hidrocarbonetos
€ possivel abordar estudos que foquem no processo de reconhecimento entre
irmaos ou parentes préximos como estratégia preventiva a endogamia, que
permanece pouco estudado em abelhas solitarias que nidificam em agregacoes.

Os HCs constituem, geralmente, o grupo estrutural mais abundante da
epicuticula dos insetos (KATHER et al., 2011). S&o sintetizados juntamente com 0s
lipidios pelos endcitos com a funcdo de ajudar a prevenir a dessecacao, de
aumentar a protecdo contra patégenos (GENIN et al., 1986) e atuam, também, na
comunicagdo quimica (BLOMQUIST et al.,, 1987, NELSON & BLOMQUIST, 1995;
STEINER et al. 2006; FERREIRA-CALIMAN et al., 2010; KATHER & MARTIN, 2015;
NUNES et al., 2017). Estes compostos, hormalmente, compdem misturas complexas
de alcanos, alcenos, alcadienos que variam de forma quantitativa, qualitativa e
estrutural (D)ETTORRE & MOORE, 2008), possibilitando aos insetos portarem
informacdes complexas em sua propria cuticula, propiciando um sistema de
reconhecimento quimico (SMITH, 1983; WCISLO, 1992; LORENZI et al., 1997).

A maioria dos estudos de HCs se concentra nos Hymenoptera, que inclui
muitas espécies importantes economica e ambientalmente, demonstrando que entre
suas funcbes a que se encontra melhor difundida € a de comunicacdo entre 0s
individuos (BLOMQUIST et al., 1987; NELSON & BLOMQUIST, 1995; STEINER et
al. 2006; NUNES et al., 2017). Nos insetos solitarios, os HCs sédo utilizados para
atrair e identificar parceiros da mesma espécie, discriminacdo sexual e niveis de
parentesco entre os individuos (SCHIESTL et al.,, 1999; PAULMIER et al., 1999;
STEINER et al. 2006: BOROCZKY et al., 2009), enquanto que 0s insetos sociais
usam HCs para distinguir individuos de diferentes espécies, castas, colonias, status
de dominéancia, estagios de desenvolvimento, parentesco, entre outros (WAGNER et
al., 2001; MONNIN, 2006; FERREIRA-CALIMAN et al., 2010; KATHER & MARTIN,
2015; NUNES et al., 2017).

As abelhas, em especial, sdo capazes de fazer distingdes olfativas finas
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(BREED & STILLER, 1992), um exemplo disso é que elas séo capazes de aprender
e discriminar entre alcanos que diferem por apenas dois &tomos de carbono (GETZ
e SMITH, 1987). Isso ocorre porque os HCs séo produzidos pelo préprio inseto por
meio de caracteristicas hereditarias, sendo um reflexo do gendétipo que é
compartilhado por individuos pertencentes a mesma espécie (KATHER & MARTIN,
2012). Desta forma, estes semioquimicos, presentes nas cuticulas, podem ser
pensados como uma extensdo fenotipica dos individuos (KESSELER, 2006), onde
alguns dos hidrocarbonetos constituintes sdo formados e determinados
geneticamente, mas outros sdo adquiridos a partir do ambiente (KATHER &
MARTIN, 2015).

Outra funcé@o que vem sendo atribuida aos HCs é que, possivelmente, atuem
como feromdnios sexuais servindo no reconhecimento entre espécies e entre
individuos. Pesquisas envolvendo reconhecimento em abelhas sociais foi
demonstrado que em Lasioglossum zephyrum (Hymenoptera: Halictidae) os machos
sdo capazes de reconhecer e rejeitar fémeas relacionadas geneticamente as que
eles acasalaram previamente, assim sugere que eles possam “aprender” os perfis
das fémeas, sendo capazes de distinguir entre fémeas aparentadas ou ndo (SMITH,
1983). Em Bombus terrestris (Hymenoptera: Apidae) o parentesco genético também
se mostrou importante na escolha de parceiros (WHITEHORN et al., 2009). Na tribo
Euglossini (Hymenoptera: Apidae), verificou-se que as fémeas de Euglossa
melanotricha, no interior dos ninhos, sdo capazes de identificar quem sao
aparentadas ou ndo (ANDRADE-SILVA et al.,, 2016), e em E. viridissima e E.
dilemma foi verificado a identificacdo de espécies irmds, por meio dos
hidrocarbonetos (POKORNY et al.,, 2014). Ainda em Euglossini, os HCs tém
apresentado uma variacao interespecifica, sendo apontado como uma importante
ferramenta taxondmicas (BORBA & NASCIMENTO, 2015; POKORNY ET AL., 2015).

Em abelhas solitarias, estes compostos cuticulares desempenham um papel
funcional relevante na discriminacdo quimica entre os sexos (SCHIESTL et al., 1999;
Paulmier et al., 1999; Simmons et al., 2003), bem como atuando no processo de
iniciacdo e inibicdo da atratividade sexual durante o acasalamento (SCHIESTL &
AYASSE, 2000; SIMMONS et al., 2003). Além disso, os poucos estudos realizados
também indicam reconhecimento de parentes via compostos cuticulares. Por
exemplo, em Manuelia postica (Hymenoptera: Apidae) as fémeas utilizam os HCs

para reconhecer suas irmas de ninho (FLORES-PRADO et al., 2008). J4 no caso
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particular de Colletes cunicularius (Hymenoptera: Colletidae), espécie que possui 0
hé&bito de construir os ninhos em agregacdes, o reconhecimento do local de
acasalamento é baseado na atragcdo dos machos pelas fémeas, indicando que os
machos usam os HCs tanto para discriminar quanto para optar por fémeas de um
outro agregado (VEREECKEN et al., 2007).

Diante do exposto, conhecer o sistema de acasalamento de uma espécie
pode ser fundamental para fornecer valiosas informacdes sobre 0S processos
evolutivos que moldam o seu comportamento, morfologia e histéria de vida (PAGE,
1986; BEVERIDGE et al., 2006). Embora relevantes, dados obtidos apenas por meio
da observacdo do comportamento de acasalamento de uma espécie podem ser
mascarados pela propria limitacdo do método, devendo ser usados em conjunto com
outros métodos para tornarem mais completos e confiaveis. Neste contexto, 0 uso
de analises genéticas, com base em marcadores microssatélites para estudo de
parentesco, associada a uma analise de hidrocarbonetos cuticulares de machos e
fémeas de abelhas podem constituir abordagens valiosas na tentativa de elucidar o
papel dos compostos quimicos (ex. HCs) e possivel interferéncia na selecédo de
parceiros no acasalamento. Portanto, um estudo que integre uma analise de
parentesco genética, quimica dos HCs e comportamental se mostra promissor na
elucidacdo de questbes em aberto sobre as populacbes abelhas solitarias em

agregacodes de ninhos.

Objetivo Geral
Investigar aspectos do comportamento, genético e sinalizacdo quimica de
Epicharis (Anepicharis) dejeanii, para inferéncias sobre o sistema de acasalamento,

de reconhecimento entre individuos, do sexo e do status reprodutivo.

Hipoteses
Capitulo 1. O tamanho corporal influéncia na estratégia de patrulha dos
machos de E. dejeanii; e o horario de atividade dos machos € influenciado pela
ocorréncia de emergéncia de fémeas possibilitando maior numero de cépulas.
Capitulo 2. A sinalizacdo quimica em E. dejeanii, através dos
hidrocarbonetos cuticulares, propicia o reconhecimento de individuos aparentados,

do sexo e do status reprodutivo da fémea.
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Questdes Norteadoras

Capitulo 1

I) Como ocorre o processo de acasalamento de E. dejeanii em uma
agregacao de ninhos?

i) Qual o modo como os machos patrulham em busca de fémeas virgens na
agregacéao de ninhos de E. dejeanii?

iif) O tamanho corporal dos machos influéncia com a estratégia de patrulha
adotada e com o sucesso de cépula em E. dejeanii?

iv) O horério de emergéncia das fémeas coincide com o horéario de atividade
dos machos, onde ocorre o maior numero de copulas em E. dejeanii?

v) Os machos tém fidelidade com area de patrulha na agregacao de ninhos de
E. dejeanii?

Capitulo 2

i) Qual a diversidade genética e o nivel de endogamia na populacdo da
abelha solitaria E. dejeanii, que vive em agregac¢ao de ninhos?

i) O perfil dos hidrocarbonetos cuticulares (HCs) de machos e fémeas atuam
na discriminacdo dos sexos nesta espécie?

iif) O perfil dos HCs nas fémeas de E. dejeanii sinaliza um novo status durante
seu ciclo de vida?

iv) O perfil dos HCs nos machos é diferente, a depender do modo de patrulha
empregado no agregado de E. dejeanii?

v) Existe um papel dos HCs no mecanismo de reconhecimento de parentesco

na agregacao de ninhos da abelha E. dejeanii, na Iha do Superagui?
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This study describes the mating behavior of Epicharis dejeanii and evaluates the reproductive strategies employed by males during
the reproductive period. Samples were collected in an aggregation of E. dejeanii nests, located in southern Brazil. Observations
on mating behavior and male patrols were performed for 37 days, from 06:00 to 18:00, during two reproductive periods, in the
wet-warm season. During the samplings, males patrolling and/or copulating with E. dejeanii females were collected and used for
morphometric measurements. Males were active in November and December when they showed two mating patrol strategies:
i) flyover near the ground; (ii) flights over trees (at heights of approximately 2.5 m and distant about 2 to 5 m from nesting
aggregation). The results revealed a greater head width and intertegular distance among males patrolling above the plants,
suggesting that the adopted patrol strategy has an association with the body size of males. However, both strategies were
effective in copulation success. The males demonstrated a peak of activity in the patrol for females between 9:00 and 11:30
hours, which coincided with the period of greatest emergence of females, as well as when the largest number of matings were

observed.

Keywords: male patrolling; body size; Neotropical bee; reproductive tactics; nest aggregation

Introduction

The selection of a mating partner by the female is
widely diversified in the animal kingdom (Andersson,
1994; Thornhill & Alcock, 1983). According to Roitberg
and Isman (1992), if one sex invests significantly more in
the offspring, this sex will necessarily try to maximize its
reproductive fitness by choosing the best possible partner.
Thus, as females typically invest in offspring more heavily
than males, they evaluate the qualities of the male before
accepting it for mating (Alcock, Eickwort, & Eickwort,
[977; Paxton, 2005).

Studies on mating systems have revealed
considerable intraspecific variability in mechanisms to
ensure copulation (Andersson, 1994; Thornhill & Alcock,
1983). In many cases, males show several morphological
characteristics, life histories, or behaviors that ensure
their success in mating (Gross, 1996).

Solitary male bees do not seek out their partners
ran- domly; instead, they exhibit diverse reproductive
behav- ioral strategies (Eickwort & Ginsberg, 1980), such
as: males can seek out and wrestle with other males for
females in nesting areas (Alcock, Eickwort, et al., 1977;
Eickwort & Ginsberg, 1980; Hiller & Wittmann, 1994);
carry out patrols waiting for virgin females in an

emergence area, such as in nest aggregations (Alcock,
2013) or wait for them in flowers (Oliveira & Schlindwein,
2010); they can also defend territory or other attractive
resources (Alcock, Eickwort, et al., 1977; Medeiros &
Schlindwein, 2003) or attract females to sites without
resources through pheromones (Roubik, 1989). In the
case of territorial males, these may defend a par- ticular
group of plants (Alcock 2013). Another behavior
exhibited by males in areas where virgin females are
emerging is to dig and enter nests in search of females
even before they come to the surface (Alcock, Jones, &
Buchmann, 1977; Alcock, Jones, & Buchmann,2009).

Where large nest aggregations are settled, adult
males are commonly seen patrolling the area, exhibiting a
behavior described by Alcock (2013) as follows: “large
numbers of males gather in these places to cruise close to
the ground from early morning to late afternoon, with the
bees flying low and sinuous routes in a particu- lar part of
the emergence area.”

Intraspecific male dimorphism, such as differences
in male body size, is presumably another reproductive
strategy which could be associated (Alcock, 2013) or not
(Paxton, 2005) with male territoriality. According to
Alcock (2013), larger males seen around the nest
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entrance, defending virgin females’ emergence sites against
smaller males usually experience higher success compared
to their smaller rivals. Concerning smaller males, some
studies also show that they are usually less aggressive,
patrolling in plants or even around the edge of nest
aggregations (Alcock, Eickwort, et al., 1977; Danforth,
1991; Oliveira & Schlindwein, 2010; Paxton, 2005).

Considering that, in solitary bee species, females
almost certainly mate only once, males successful in
mating with virgin females as soon as these females
emerge, and before their rivals, will probably present an
advantage in nature (Alcock, 2013).

Although a number of studies on the mating
behavior of bees have been published over the last five
decades, the current knowledge about this theme is limited
to a restricted number of species (for review see Alcock,
2013; Paxton, 2005). Furthermore, among the bee species
worldwide for which sexual behavior has already been
studied and infor- mation is available, only a few belong to
Neotropical fauna (Frankie, Vinson, & Coville, 1980;
Martins, Santos, & Cruz, 2019; Rocha-Filho, Silva,
Gaglianone, & Augusto, 2008; Thiele & Inouye, 2007). Thus,
despite the high diversity in bee species inhabiting the
neotropics (Silveira, Melo, & Almeida, 2002), to date, we
know almost nothing about the mating behavior of these
species.

Among the Neotropical bee species for which
mating behavior has been studied in recent decades, some
belong to the Epicharis Klug, 1807 genus (Hiller &
Wittmann, 1994; Martins et al., 2019; Rocha-Filho et al,
2008; Thiele & Inouye, 2007), which is endemic to the
neotropics. The genus includes hairy bees, with sizes
ranging from medium to large, which have large flight
capacity (Moure, Melo, & Vivallo, 2012; Silveira et al,
2002). Their nesting habit involves digging holes in the
ground to build nests (Gaglianone, 2005; Martins et al.,
2019) and some species can form large aggregations (Hiller
& Wittmann, 1994; Inouye, 2000; Martins et al, 2019;
Roubik & Michener, 1980).

Aspects related to seasonality, nesting biology,
natural enemies, and potential floral resources have been
described for some species of Epicharis, such as in E. dejeanii
(Hiller & Wittmann, 1994), E. bicolor Smith 1854 (Rocha-
Filho et al., 2008), E. metatarsalis Friese 1899 (Thiele &
Inouye, 2007), and E. albofasciata Smith 1874 (Rozen,
2016). In addition, other studies have focused on the
behavior of females, such as the visual and olfactory cues for
individual recognition of the nest cavity in E. metatarsalis
(Inouye, 2000) and the supply of pollen in E. rustica Olivier,
1879 (Carvalho & Raw, 2017). With regard to mating
behavior of Epicharis species, information available in the
literature is limited to a small number of species (e.g,
Gaglianone, 2005; Hiller & Wittmann, 1994; Rocha-Filho et
al,, 2008; Thiele & Inouye, 2007), and not rarely the reports
are incom- plete. More recently, Martins et al. (2019)
described in detail the mating behavior of Epicharis nigrita
Friese 1900.

Epicharis (Anepicharis) dejeanii Lepeletier 1841, the
focal species of our study, shows a wide distribution
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across the Brazilian territory, and a record of occurrence
also in French Guiana (Moure et al., 2012). It is a seasonal
and univoltine species, which shows activity during the
warm wet-season (from October to March), with its
males emerging before females (protandry).The females
build their nests on the ground, one next to the other,
forming aggregations (Hiller & Wittmann, 1994; Uemura,
2017).

Thus, considering the scarce and incomplete
reports on mating behavior of Neotropical bees and the
relevance of the knowledge on the reproductive strategies
of the different species for a better understanding of the
natural history of the species (Thornhill & Alcock, 1983),
the objective of this work was to describe the mating
behavior of E. dejeanii and to investigate the reproductive
strategies employed by males during the mating period in
an area containing an aggregation of nests of this species.

Materials and methods
Characterization of the study area

The study was carried out on Superagui Island (SI)
(25°15'S-25°29'S, 48°06'W-48°19'W), an artificial island,
with an extension of 11,000 ha, located in the municipal-
ity of Guaraquegaba, north coast of the state of Parana,
southern Brazil. The island is part of the Superagui
National Park (SNP), which has a total area of 33,988.00
ha, being one of the Conservation Units of the
Environmental Protection Area (APA) of Guaraquegaba
(Instituto Chico Mendes de Conservacao da Biodiversidade
[ICMBIO], 2016).

According to the Képpen-Geiger classification,
the climate of the island is characterized as humid
subtropical, mesothermic. The summers are hot, with an
aver- age temperature above 22 °C in the hottest month;
and in the coldest month, the temperature can reach 3
°C. The humidity is always high and the rains are well
distributed throughout the year, the average annual rainfall is
23648 mm (Instituto Paranaense de Desenvolvimento
Economico e Social [IPARDES], 2001). The region contains
a combination of Dense Ombrophilous Forest and pioneer
formations, among them the Restinga area, which comprises
30% of the total and is gradually replaced by the forest, as
the vegetation moves away from the sea (Schmidlin, Accioly,
Accioly, & Kirchner, 2005).

The aggregation

The aggregation of E. dejeanii nests is located in a Restinga
area on Superagui Island (25°27'514"S, 48°14'07.1"W) at
sea level and occupying an area of approximately 2,000 m’.
The area where the nests are found consists of one flat and
one sloping region and the average density of nests in the
aggregation is approximately one nest/m?.

The aggregation has been monitored by
Laboratory of Animal Genetics and Ecology (LAGEA)
during the last five years. During this period of follow
up, it was



possible to identify that this is a univoltine species, with a
period of emergence and nesting activity that begins at the
end of October and runs until early February (Uemura,
2017).

Behavioral analyses

The bees were observed during November and December
2017 and November and December 2018, the reproductive
period of the species in the region (Uemura, 2017), totaling 37
days and 444 h of field samplings. The surveys were
distributed into four periods of field observations, as follows:
I** period: from Ol to 13 November 2017; 2" 04-10
December 2017; 3™ 06 15 November 2018, and 4" period:
from 04 to 10 December 2018.

All samplings were conducted from 6:00 to 18:00
h, a period of great activity of both males and females of
E. dejeanii in the studied area (Uemura, 2017), as well as in
another locality also in southern Brazil (Hiller &
Wittmann, 1994).

During the observation periods, five circular-
shaped areas, each measuring approximately 50 m?, were
delimited with string, metal tapes, and wooden stakes.
The purpose was to establish fixed points within the
aggregation to observe the behavior of E. dejeanii males.
The behavior analyzes included a record of behaviors
displayed by males (and sometimes females), including
copulation (mating) observations, in this case with the aid
of a digital camera. The videos were later analyzed for
more detailed analysis of the behaviors observed in the
field.

To evaluate the total abundance of males at each
hour of the day, a collector sampled, using an entomological
net, males across the nest aggregation area for 20 minutes
every hour, in a total of 10 non-consecutive days.

During the surveys, males were captured with an
insect net, anesthetized on ice, marked on their thorax
(mesoscutum) with tags, and painted (model: Posca Uniball
Mitsubishi) with five different colors, and, imme- diately
after, released. This methodology was used to record the
activities of marked individuals around the nest
aggregation (Rutowski & Alcock, 1980). In order to
evaluate the existence or not of male loyalty to specific
areas of the aggregation, twenty (n=20) males marked for
ten days were followed through the recapture tech- nique.
In addition, daily inspections of the surrounding plants
were carried out at dawn and at dusk, in order to locate
possible locations of male dormitories.

Additionally, aiming to capture the emerging
virgin young males and females, 20 soil emergence traps
(covered by a mesh fabric), measuring 1.5 m x Im x 0.5
m, were distributed randomly across the nesting
aggregation area. This procedure was also used to gain
infor- mation on the times of bee emergence during the

day and to evaluate the possible association between
emergence time of females and the male patrolling period.
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Morphological analyses

Individual males showing different patrolling tactics or mat-
ing with females were captured with an insect net, killed on
ice, and taken to the laboratory, where linear morphometric
analyses of these individuals were carried out. Three
measurements were taken from each bee: head width (the
greatest distance between the compound eyes), intertegular
span, and right forewing length (Cane, 1987). All
measurements were carried out in a photo-
stereomicroscope Zeiss (Model: Stereo Discovery.V20).

In the case of males collected during copulation
behavior, these were captured to infer, through the
medians of the morphometric measurements, the
existence of a possible relation between male size and
mating success. In the comparisons between the groups,
the Mann-Whitney test, implemented in the RStudio
program (RStudio Team, 2015), was used. Values were
considered significant at p < 0.05.

Voucher specimens of bees were deposited in the
Bee Collection of LAGEA (Laboratorio de Genetica e
Ecologia Animal, Departamento de Biologia Geral) and
vouchers of different plant species where males were seen
showing patrolling behavior were deposited at the
Herbarium (Departamento de Biologia Animal e Vegetal)
of the State University of Londrina.

Results
Male patrolling behavior

The males were observed in the aggregation in the
months of November and December, in the two repro-
ductive seasons analyzed. In the months of October and
January, although some females were active, no males
were observed in the aggregation, therefore, the obser-
vations of these months were not considered in this
study.Two patrolling strategies were observed in the E
dejeanii males in search of females, in plants and near the
ground. When patrolling plants, males flew at a height of
2.50 m, and were found in the following spe- cies: Ocotea
pulchella (Nees) Mez, Gaylussacia brasiliensis (Spreng.)
Meisn, Psidium cattleianum Sabine, and Ternstroemia
brasiliensis Cambess. Near the ground, the males patrolled
at heights between 10 and 20 cm from the ground. An
interesting observation is that the males found patrolling
on the ground, were also found in plants, however, these
plants were less than one meter high. Another important
information is that males patrolling plants were usually (n
32 from 37 observations) the first to arrive and last to
leave the aggregation area.

Regarding the flight characteristics during the
patrols, they were similar both in the plants and near the
ground and dependent on the area covered by the males.
Males patrol a large area on circular flights and when they
demarcate a smaller area they fly zigzag or in figure eight (n

50). In addition, it the case of circular flights, the males did
not make more than five turns in
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Figure |. Measures of mean temperature (°C), total number (abundance) of Epicharis dejeanii males collected, and number of emerg- ing
females (sampled at different times of the day, during ten non-consecutive sampling days, at Superagui Island, Guaraquec,aba, Parana,
southern Brazil. Number above the bar indicates number of females emerged.

the same direction: they alternated these flights clock-
wise and counterclockwise. The same was observed for
flights in figure eights; the direction traveled was often
alternated.

On sunny days, patrols occurred between 7:00 and
15:00, with peak activity between 9:00 and |1:30 (Figure 1).
The earliest record of male patrolling was at 7:03, while
15:47 was the latest recorded patrol in the area.

Out of twenty males observed, most of them (n
= 14) were loyal to patrol areas in the aggregation, only
six moved to patrol different areas in the aggregation,
however, these were also loyal to the new areas. In
addition, only three males changed their patrol location
for females, from the top of the trees to the ground. Thus,
male loyalty was observed for both the patrol sites and
restricted areas in the aggregation.

Despite the existence of males patrolling in plants,
females were not seen visiting the plants where the males
were. No observations were recorded of males perching on
the plants they patrolled, or any aggregation of males
sleeping in the patrolled plants or neighboring areas. The
only observation made was that one of the males landed on
the patrolled plant for approximately 3 seconds.

Regarding flights near the ground, although
nesting was carried out in very close proximity, no males
were observed digging for females that had not yet
emerged. However, several males were seen entering
nests (n = 50); circling very close to the entrance of the
nests, before entering them. They remained within the
nest for on average 7.6 s £ |1.3. On four occasions, two
males entered and exited the same nest concurrently.

Emergences

In total, 14 individuals emerged from the soil traps, nine
females and five males. Except for one female and one

male who emerged in the afternoon, all other emergences
(86%) of adults occurred in the morning (Figure I).
Besides, the greatest abundance of males flying over the
aggregation occurred at times of the emergence of the
majority of females.

Morphometric analyses

Regarding the size of the males and the patrol strategy
adopted, of the 36 individuals analyzed (each group con-
sisted of 18 males), the wing lengths did not present sig-
nificant differences (W = 197, p-value = 0.2749). However,
head width (W = 241, p-value = 0.01294) and intertegular
distance (W = 243, p-value = 0.01082) was larger among
males patrolling above the plants, indicated that the patrol
strategy adopted at each site is associated with the body size
of the males. Larger males patrolled the plants and the
smaller ones near the ground (Figure 2A, B).

Regarding the morphometric analyses performed
with the males captured at the time of mating, in six
matings, eight males were measured, that is, on two
occasions, two males competed until the end to be able to
mate with the female. The median intertegular distance of
the plant patrol individuals was 5.77 mm and head width
571 mm, while the medians for the ground patrolling
males were 5.54 mm and 5.55 mm, respectively. In this
way, the males involved in matings were classified into
four large males (plant patrol) and four small males
(ground patrollers). On both occasions where there were
disputes to mate with the female, the males involved were
the same size.

Mating behavior

All observed copulations (n = 9) occurred during the
morning and seven occurred at the times when there
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Figure 2. Mean morphometric measures (mm), (A) head width
and (B) intertegular distance, obtained for the two groups of
Epicharis dejeanni males analyzed: tree and ground patrollers. The
bars represent the standard deviation for each group analyzed.
Each group consisted of 18 males.

were more males in the aggregation. The mating behavior
involves more than one male surrounding the same
female, however, in the observations made only one of
the males copulated with the female, with an average
mating duration of 88 s (£14.35s; n =9).

The mating began with the males touching the
females with their forelegs during the flight, if the female
was receptive, the male grasped/intercepted them during
flight and the two ended up falling on the ground or on
the plant. The males then used their fore and middle legs
to immobilize the female. With their hind legs, the males
tried to immobilize the hind legs of the female and curved
their abdomen to stimulate genital contact. After this
contact, the vibration of the thorax produced a continuous
humming, and, concomitantly, the males and females touched
their antennas repeatedly. During copulation, the males often
rubbed their hind legs on the abdomen and hind legs of the
female; in addition, the female was always looking for a
substrate, such as tree branches, to hold with her mandibles
(Figure 3A-F).

After copulation, the male flies away, followed soon after
by the female also flying away. While males returned to
the same area to patrol and look for new copulations,
females received new advances from males, but they
raised their hind legs (rejection behavior), pre-venting new
copulation (n = 10). During%. the search for a nest site
(116 observations) and supplying of cells (I5]
observations) by the females, no new copulations were
observed, although the males were flying over the area
and attempted copulation.

Discussion
Male patrol behavior

Although the females had a broad activity schedule
throughout the day, the males presented a much lower
activity schedule, coinciding with the females’ emergence
period. The overlap in the period of greater activity of
males with the period of emergence of females has already
been verified in other solitary species, such as in Centris
adani Cockerell 1949 (Frankie et al., 1980) and Centris
burgdorfi Friese 1900 (Sabino, Silva, & Alves-dos-Santos,
2017). These observations corroborate with the
hypothesis of Alcock (2013), who suggests that males look
for females in periods where mating probability is higher,
minimizing the loss of energy.

Distinctively of our observations, Hiller and
Wittmann (1994) reported males of E. dejeanii patrolling
the nesting site and in the vicinity of the nests at the fight
corridor between nests and plants. The patrol behavior of
males is a relatively usual behavior in Epicharis (Gaglianone,
2005; Moure, 1945; Raw, 1992; Rocha-Filho et al,, 2008;
Thiele & Inouye, 2007). Thiele and Inouye (2007)
suggested that there are at least three mating strategies
shown by males of the genus Epicharis: i) patrolling at the
nesting site, ii) patrolling flowers (food resources), and iii)
digging for females. In the present study, males of E.
dejeanii were also observed patrolling on non-flowering
plants very close to nest aggregation. This behavior
suggests that the patrolling at the nesting sites could be of
two types: i) flyover near the ground and ii) flying farther
from the ground, over non-flowering plants near the
nesting site.

The same behavior of alternated periods of flying
in circles or figure eights during patrolling, herein
described for E. dejeanii males, was also reported by Thiele
and Inouye (2007) for E. metatarsalis, revealing similar
patterns of behavior between these species of Epicharis.
According to Alcock (1979), the occurrence of different
male mating tactics within a species reflects the ability of
individuals to adopt alternative behaviors, depending on
environmental conditions and behaviors that are
exhibited.

The ability of males to find pre-emergent females
has been recorded in some solitary bees, such as Centris
pallida (Alcock et al., 2009), C. burgdorfi (Sabino et al., 2017), a
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Figure 3. A sequence of mating of Epicharis dejeanii (A-F) in a Restinga area at the Superagui Island. (A) the male tries to immobilize the
female, over him, using his legs; (B) the female is looking for a substrate (twig) to grab with her legs; (C) the female grabs the sub-

strate with her legs and mandibles; (D) the female releases the twig; (E) and (F) end of the mating, with male and female releasing from
each other.

Colletes cunicularius Linnaeus 1761 (Bergstrém & Tengb,
1978). In these species, it is common for males to dig in the
soil in the peak emergence period of the females to search
for them; this behavior enables a certain male to succeed in
copulation before other competitors appear (Alcock, 2013).
However, this behavior was not recorded in the present
study, and thus, this mating strategy does not seem to occur
in the E. dejeanii species.

Males of certain species of solitary bees patrol in
flowers where females collect resources and/or feed

(Alcock, Bailey, & Simmons, 2010; Alcock & Buchmann,
2011). This behavior has been described for different
species of Centridini including Centris burgdorfi (Sabino et
al,, 2017), Centris scopipes Friese 1899 (Gaglianone, 2001),
Centris heithausi Snelling 1974 (Coville, Frankie, Buchmann,
Vinson, & Williams, 1986). However, at least in the area
adjacent to the nests, where females were seen collecting
in some plant species, the E. dejeanii males were not
observed on any of these occasions in the plant species
visited by the females; besides which,



it is worth mentioning that all the plants patrolled by them
were not flowering.

Interestingly, E. dejeanii males exhibited opposite
behavior relative to patrol and body size compared to
other species of solitary bees. In Anthidium maculosum
(Alcock, Eickwort, et al., 1977), Centris pallida (Alcock,
Jones et al, 1977), Perdita portalis Timberlake 1954
(Danforth, 1991), and Amegilla dawsoni Rayment [95]
(Alcock, 1997), it was verified that the larger males patrol
near the ground, while the smaller males patrol the
periphery and/or flowering plants present in the
aggregation area. This strategy could help to avoid clashes
between males (Alcock, Eickwort et al., 1977). While the
advantage of patrolling far from the ground is not clear,
this outcome shows that differences in patrol strategies
may occur between different species.

According to Alcock, Eickwort et al. (1977), the
existence of alternative mating tactics and variation in the
body size of males are generally reproductive strategies
that minimize physical combat with rivals, conferring
advantages to larger males regarding access to females, as
observed in Centris pallida (Alcock, Jones et al., 1977),
Perdita portalis (Danforth, 1991), and Amegilla dawsoni
(Alcock, 1997). However, in the present study, male size
did not influence copulation success; both large and small
males had the same success. This suggests that E. dejeanii
females are not immediately “captured” by the larger
males, thus enabling both tactics to be effective and
coexist.

Mating behavior

The mean time of copulation in E. dejeanii was slightly
lower than that recorded for E. bicolor, which averaged 2.9
min (Rocha-Filho et al., 2008). However, this seems to be
a variable aspect, at least among Centridini species, since a
much longer average copulation times (6.99 min and 6.45
+ 5.70 min) were recorded for two species of this tribe,
Centris burgdorfi (Sabino et al, 2017) and E. nigrita (Martins
et al, 2019), respectively. According to Thornhill and
Alcock (1983) the time spent in the copulation process
may indicate some types of copulatory mechanisms, such
as protection of partners and greater vigor in physical
combats with males. Protection of the partner is observed
in the species C. burgdorfi, in which it was observed that
the males carry the females about 200 m from the place
they emerge, avoiding competition with other males. In
Epicharis bicolor, the copulation occurs in the same place as
the emergence of the females, indicating a type of greater
vigor in the combat with other males.

The presence of more than one male trying to
mate with a single female, as observed in the present
work, has already been recorded for other bees of the
Centridini tribe (Alcock, Jones et al., 1977; Martins et al.,
2019; Rocha-Filho et al., 2008; Sabino et al., 2017; Thiele &
Inouye, 2007). These studies indicate that males are under
strong sexual selection to maximize
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their individual reproductive success, and that the intensity
of this selection is generally related to the degree of
abundance of virgin bees (Shuster, 2009). In addition,
monogamy, which is a common behavior for most solitary
bees, reinforces this idea (Paxton, 2005).

The pattern of movement of the legs, the touch
of the antennae, and the sound produced in all copulations
observed in this study, may indicate, according to
Eberhard (1994), copulatory “dating” that is very com-
mon in insects. The movement of the hind legs of males
on the abdomens of females may act by inducing the
release of anti-attractive odors by females or be involved
in the release of odors by males that remain on females,
making them less attractive, as suggested for Centris
burgdorfi (Sabino et al., 2017).

The production of sounds, buzzing, and vibratory
signals is common during mating of bees and solitary
wasps (Eickwort & Ginsberg, 1980). In this study, it was
not possible to distinguish which of the two sexes
produces the sound, but is believed to be the male, as
demonstrated for other species of solitary bees, such as
Amegilla dawsoni (Simmons, Tomkins, & Alcock, 2000),
Osmia rufa Linnaeus 1758 (Conrad, Paxton, Barth, Francke,
& Ayasse, 2010), and Centris burgdorfi (Sabino et al., 2017),
representing a sign of male vigor for the females.

In solitary bees, it is common to observe males
sleeping on plant branches and flowers near the nesting
area (Frankie et al,, 1980), but this is unusual near or in the
nests of females (Sabino et al., 2017). In E. dejeanii it was not
possible to identify where the males spent the night. Thus,
future studies are needed to elucidate this issue, since a
dormitory in the same area as the nesting site may allow
males faster access to virgin females, as suggested for the
males of Centris burgdorfi (Sabino et al., 2017).

Overall, the present study broadened the
understanding of mating behavior and male patrols for
mating in the genus Epicharis. The results presented
evidence that Epicharis dejeanii males employ two mating
patrol strategies, near the ground and in plants, suggesting
that the adopted patrol strategy has an association with the
body size of males. This research also shows that both
strategies used proved effective in copulation success and
that the time of greatest male abundance in the aggregation
coincides with the period when females emerged in greater
numbers, justifiably when the greatest number of matings
occurred. We also concluded that males of this species
patrol small territories at the nest aggregation instead of
flying across the entire nesting aggregation, a finding that
was already described to E. metatarsalis (Thiele & Inouye,
2007).
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CAPITULO 2

Anédlise integrada genética e dos hidrocarbonetos cuticulares desvenda
aspectos do processo reprodutivo de Epicharis dejeanii (Apidae: Centridini),

uma abelha solitaria Neotropical

Este capitulo esta nas normas da revista Zoological Journal of the Linnean Society.
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Resumo

Andlises integrando diferentes metodologias podem constituir ferramentas valiosas
na busca de respostas para uma gama de abordagens bioldgicas, tal como estudos
envolvendo aspectos comportamentais. Neste estudo, utilizou-se os marcadores
moleculares genéticos e analises dos hidrocarbonetos cuticulares (HCs) para
investigar o possivel papel dos HCs no mecanismo de sinalizacdo quimica e no
reconhecimento de parentesco durante o processo reprodutivo da abelha solitaria
Neotropical Epicharis dejeanii, a qual exibe protandria, ciclo de vida univoltino e
habito de nidificar em agregacfes. Os espécimes foram amostrados, na llha do
Superagui, no Sul do Brasil, durante duas estacdes reprodutivas consecutivas
(novembro/dezembro de 2017 e 2018). Nas analises genéticas, 45 machos e 35
fémeas (totalizando N = 80) foram genotipados para 12 loci microssatélites.
Adicionalmente, caracterizou-se os HCs destes individuos, por meio de um sistema
de cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massa. Os dados revelam
altos niveis de diversidade genética e baixo nivel de endogamia no agregado. As
variacfes quantitativas e qualitativas dos HCs permitem diferenciar os sexos, e as
fémeas virgens das fémeas ja acasaladas, mas nao diferenciam os machos que
empregam diferentes estratégias de buscas por fémeas para acasalar. A analise do
perfil de HCs, entre parentes e ndo parentes, demonstrou que 0S COMpPOStOs
cuticulares avaliados sdo capazes de permitir distincdo entre os grupos. Assim,
reforcados pela auséncia de parentesco nos casais analisados, os HCs sé&o
potencialmente importantes e podem estar atuando no reconhecimento de parentes
em E. dejeanii, mantendo a diversidade genética e minimizando possiveis efeitos
nocivos que podem decorrer de um alto nivel de endogamia, como a depressao

endogamica.

Palavras-Chave: Microsatélites; reconhecimento; sinalizacdo quimica, parentesco

genético
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INTRODUGCAO

Nas abelhas, a nidificacdo em agregados e a filopatria podem fornecer
beneficios evolutivos a populacdo sob certas condi¢ges, diminuindo, por exemplo, 0s
altos custos de dispersao (Bonte, 2012) e aumentando a probabilidade do encontro
de parceiros, quando as densidades populacionais sao baixas (Matthysen, 2005).
Por outro lado, é esperado que ambos 0os comportamentos possam levar a altos
niveis de endogamia (Paxton et al., 1996), resultando em possiveis aumentos da
proporcdo de homozigotos, diminuindo os niveis de diversidade genética individual
(Hartl & Clark, 1997) e possivel reducéo do nivel de aptiddo do individuo (Freeland,
2005), além de uma depressao endogamica na populacao (Allendorf et al., 2012).

A intensidade de depressao por endogamia varia amplamente entre os grupos
de animais e pode ser influenciada pelas particularidades de sua genética. As
abelhas s&o insetos haplodiploides, com um reconhecido mecanismo de
determinacdo complementar do sexo de loco Unico (csd), multialélico. Os
heterozigotos, no loco de determinacdo do sexo, desenvolvem-se em fémeas
diploides, a partir de ovos fertilizados; os hemizigotos em machos haploides, a partir
de ovos nao fertilizados (Beye et al., 2003; Zayed, 2009). Assim, quando uma fémea
acasala com um macho haploide, que compartilha o mesmo alelo determinante do
sexo (homozigoto), ao invés de fémea nascem machos diploides (Beye et al., 2003;
van Wilgenburg et al., 2006).

A maioria dos machos diploides sdo estéreis ou inviaveis (Heimpel & de Boer,
2008), contudo, se forem viaveis e se acasalarem, produzirdo Ovulos fertilizados
inviaveis ou filhas triploides estéreis (Krieger et al., 1999; Ayabe et al., 2004). Como
consequéncia, a producdo de tais machos pode levar a uma reducdo na taxa de
crescimento populacional (Pamilo & Crozier, 1997) e a um grande custo genético
para as populacbes de abelhas (Zayed, 2009), tornando a determinacdo de sexo
complementar em haplodiploides uma importante ameaca genética a viabilidade
populacional (Zayed & Packer, 2005; Hedrick et al., 2006). Entretanto, estudos com
abelhas de comportamento solitario e com nidificacbes em agregados tém
apresentado baixo indice de endogamia (Beveridge & Simmons, 2006; Lopez-Uribe
et al., 2015), sugerindo algum tipo de mecanismo evolutivo para evitar encontros
entre parentes, como a dispersédo e o reconhecimento prévio de parentesco (Pusey
& Wolf, 1996; Lopez-Uribe et al., 2015).
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A dispersdo pode ser realizada pelos individuos de um ou ambos 0s sexos, para
evitar acasalamentos entre parentes. Contudo, ela pode ser energeticamente
dispendiosa, expor o individuo a parasitas, predadores e habitats desconhecidos e,
ainda, diminuir a adaptacdo genética local (Bateson, 1983). Além do mais, em
abelhas, a capacidade de se dispersar esta diretamente relacionada ao tamanho
corporeo, de modo que abelhas pequenas percorrem menores distancias, enquanto
as grandes deslocam-se mais (Greenleaf et al., 2007; Cariveau et al., 2016).
Paralelamente, um outro possivel mecanismo para prevencao de altos niveis de
endogamia em espécies de abelhas € o reconhecimento prévio de parentesco.
Nestes insetos, tal reconhecimento é predominantemente quimico (Howard, 1993),
por meio de hidrocarbonetos cuticulares (HCs) ou feroménios (Smith, 1983; Wcislo,
1992). Estes hidrocarbonetos sdo substancias cerosas sendo, frequentemente, o
grupo estrutural mais abundante da epicuticula dos insetos (Kather et al., 2011), com
enorme significado funcional na prevencdo a dessecacédo, no aumento a protecéo
contra patogenos (Genin et al., 1986) e, secundariamente, na comunicagédo quimica
(Blomquist et al., 1987; Buckner, 1993; Nelson & Blomquist, 1995). Estudos tém
demonstrado que insetos que exibem intensa competicdo entre machos pelas
fémeas virgens, os machos sdo atraidos pelos hidrocarbonetos cuticulares e
feromoénios sexuais liberados pelas fémeas, preferindo os odores das fémeas nao
aparentadas e de diferentes populacdes (Wecislo, 1997; Vereecken et al., 2007;
Polkki et al., 2012; van Bergen et al., 2013; Menzel et al., 2016).

Para muitos organismos, a qualidade do parceiro pode afetar o sucesso
reprodutivo,ou seja, parceiro com melhor fithess adaptativo pode fornecer beneficios
ambientais, como exemplo, recursos ou beneficios genéticos para sua prole (Parker,
1983; Thornhill & Alcock, 1983), pois o sistema de acasalamento também influencia
na prevencao da endogamia (Foster, 1992).

As abelhas Neotropicais do género Epicharis Cockerell & Cockerell, com 35
espécies, estdo distribuidas em nove subgéneros (Moure et al.,, 2012), e o
comportamento de nidificar em agregacdes no solo € um habito frequentemente
relatado (Roubik & Michener, 1980; Hiller & Wittmann, 1994; Gaglianone, 2002,
2005; Thiele & Inouye, 2006; Rocha-Filho et al., 2008; Gaglianone et al., 2015;
Rozen, 2016; Dec & Vivallo, 2019).

Fémeas do género Epicharis fazem parte de um grupo de abelhas conhecido

como “abelhas coletoras de o6leo”, que reune cerca de 400 espécies (Alves-dos-
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Santos et al., 2007; Gaglianone et al., 2011). As fémeas coletam 6leo em flores e
utilizam este recurso para alimentar larvas e revestir células de cria (Neff & Simpson,
1981; Alves-dos-Santos et al., 2007). Os machos que visitam as flores para se
alimentar, também podem ali encontrar suas parceiras para cOpula e, ainda,
possivelmente, utilizam o 6leo floral para rituais de corte (Neff & Simpson, 2017).

As agregacdes de Epicharis frequentemente contém uma grande densidade
de ninhos e varias centenas de fémeas em um local (Thiele & Inouye, 2006; Rozen,
2016), podendo, em alguns casos, ocupar uma grande area em toda sua extensao,
a exemplo de Epicharis (Anepicharis) dejeanii Lepeletier (Hiller & Wittmann, 1994;
Pina et al., 2020), Unica representante deste subgénero (Moure et al., 2012), sendo
uma espécie solitaria, univoltina, protandrica e com relatos de ocorréncia apenas
para a Ameérica do Sul (Hiller & Wittmann, 1994; Moure et al., 2012; Dec & Vivallo,
2019).

Em Epicharis, € usual o relato de varios machos vistos sobrevoando a
agregacao, exibindo intensa competicao intraespecifica e diferentes estratégias de
patrulhamento que possibilitam maior acesso as fémeas virgens (Hiller & Wittmann,
1994; Gaglianone, 2005; Thiele & Inouye, 2007; Rocha-Filho et al., 2008; Martins et
al., 2019; Pina et al., 2020). No caso de E. dejeanii, o0s machos empregam duas
estratégias de patrulha para o acasalamento: machos maiores patrulham nas plantas
e 0s menores perto do chao, na area de nidificacédo (Pina et al., 2020).

Conhecer o processo de acasalamento de uma espécie pode ser fundamental
para fornecer informacdes sobre o0s processos evolutivos que moldam o seu
comportamento, morfologia e histéria de vida (Page, 1986; Beveridge et al., 2006).
Embora relevantes, dados obtidos apenas por meio da observacdo direta do
comportamento de acasalamento de uma espécie podem ser mascarados pela
prépria limitacdo do método, devendo ser usados em conjunto com outros métodos
para que sejam mais completos e confiaveis. Neste sentido, o uso de andlises
genéticas, com base em marcadores moleculares, associada a uma analise de
hidrocarbonetos cuticulares de machos e fémeas de abelhas podem constituir
abordagens valiosas na tentativa de elucidar o papel dos compostos quimicos (ex.
HCs) e possivel interferéncia na selecédo de parceiros para o acasalamento.

Assim, devido as caracteristicas ecologicas e comportamentais de E. dejeanii,
a abordagem no estudo combinou, pela primeira vez para uma abelha solitaria

Neotropical, uma investigagdao buscando informacdes por meio de marcadores
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genéticos. altamente polimorficos, e analise de perfil de hidrocarbonetos, para testar
se: (1) E. dejeanii apresenta uma alta taxa de endogamia populacional, (2) os
hidocarbonetos cuticulares (HCs) diminuem a probabilidade de acasalamento entre
parentes e, (3) o estagio reprodutivo da fémea influéncia na composicao do perfil de
HCs. Os objetivos desta pesquisa foram: i) investigar o possivel papel dos HCs no
mecanismo de reconhecimento de parentesco para evitar a endogamia em uma
agregacao de ninhos na ilha do Superagui; ii) avaliar o uso combinado dos HCs e
marcadores genéticos em investigacdes envolvendo o comportamento de copula em
abelhas nidificando em agregacdes; iii) verificar se os perfis de HCs sao utilizados
para discriminacdo sexual nesta espécie; e iv) verificar se os HCs, nas fémeas,
sinalizam um novo status durante seu ciclo de vida e, nos machos, diferenciam as

duas estratégias de patrulha na busca por acasalamento no agregado.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

Machos e fémeas de E. dejeanii foram coletadas em uma agregacao de
ninhos em uma area de restinga na llha do Superagui (25°27°51.4”S, 48°14°07.1"W),
uma ilha artificial, com extensdo de 11.000 ha, localizada no municipio de
Guaraquecaba, litoral Norte do estado do Parana, Sul do Brasil. A ilha é integrante
do Parque Nacional do Superagui, sendo uma das Unidades de Conservacdo da
Area de Protecio Ambiental de Guaraquecaba (ICMBIO, 2016). Segundo a
classificacdo de Koppen, o clima da ilha é caracterizado como subtropical umido,
mesotérmico (IPARDES, 2001) e a vegetacao é caracterizada por uma combinacgéo
de Floresta Ombrdfila Densa e formacgdes pioneiras, como a restinga (Schmidlin et
al., 2005).

As abelhas foram coletadas em dois anos consecutivos, 2017 e 2018, durante
0os meses de novembro e dezembro, considerados meses de pico do periodo
reprodutivo da espécie na ilha (Uemura, 2017). As coletas incluiram a captura com
rede entomoldgica de machos que patrulhavam a area da agregacédo de ninhos a
procura de fémeas para acasalamento e fémeas durante as atividades de nidificacédo

e aprovisionamento de células. Adicionalmente, fémeas virgens foram coletadas em
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vinte armadilhas, constituidas por uma armacao que foi coberta por uma tela de
tecido fino e transparente que ficava apoiada no solo, medindo 1,5m x 1,0m x 0,50m,
distribuidas aleatoriamente pela agregacdo dos ninhos (Werneck, 2012, com
modificagcdes). Posteriormente, todas as abelhas coletadas foram acondicionadas,
individualmente, em tubos plasticos conicos, do tipo Falcon, de 50ml, sacrificadas
em gelo e acondicionadas em freezer (-20 °C).

Analises Quimicas

Para caracterizacéo dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares de E. dejeanii,
foram analisados 53 individuos distribuidos em cinco grupos: i) 10 machos que
patrulhavam em voo rente ao solo (= 20 cm); ii) 10 machos que patrulhavam em voo
no topo de arvores; iii) 20 fémeas nidificando (fémeas em processo de construcéo de
ninho e/ou aprovisionamento de células de crias); iv) sete fémeas virgens (recém
emergidas); e v) seis casais que estavam acasalando (coletadas logo apds a cépula,
guando se soltavam (ver Pina et al., 2020). Os individuos coletados foram retirados
do freezer, deixados em temperatura ambiente e lavados com jatos de agua
destilada. Para as fémeas, as pernas posteriores foram retiradas para evitar
contaminacdo com substancias coletadas no campo (por exemplo, Oleo e resina).
Logo apos a retirada das pernas, as fémeas foram devolvidas ao freezer por 30 min
para evitar contaminacdo com fluidos internos dos individuos.

A metodologia de analises de HCs foi baseada em Tanure-Nascimento et al.
(2007). A extracdo dos compostos quimicos foi conduzida com a imersdo dos
individuos em tubos de ensaios contendo 2mL do solvente hexano (Sigma-Aldrich =
99%), por dois minutos. Apos a retirada dos individuos, o solvente foi transferido,
com auxilio de uma pipeta, para vials (frascos) de 2mL. Os vials foram deixados em
local protegido, a temperatura ambiente para evaporacdo do solvente, logo em
seguida, foram identificados e armazenados no freezer até 0 momento da leitura em
cromatégrafo a gas e espectrometro de massa, quando, entdo, as amostras foram
ressuspendidas em 200 pL de hexano.

Os hidrocarbonetos foram identificados com base em seus espectros de
massas e com o auxilio de duas solu¢cdes padrées de alcanos lineares (C8-C20 e
C21-C40, Sigma-Aldrich). Além disso, a posi¢cdo da dupla ligacdo dos alcenos e

alcadienos foram identificadas através da derivatizacdo das amostras, de acordo
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com a metodologia proposta por Carlson et al. (1989). As andlises de espectrometria
de massas foram realizadas no Laboratério Multiusuario de Analise de Materiais e
Moléculas (LAMM) da Universidade Estadual de Londrina e no Laboratério de
Comportamento e Ecologia de Insetos Sociais da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e

Letras da Universidade de Sdo Paulo, Ribeirao Preto.

Analises Genéticas

A extragcdo de DNA foi realizada por meio do método fenol-cloroférmio,
seguindo o protocolo de Giangarelli et al. (2015), a partir da musculatura do térax de
80 individuos (45 machos + 35 fémeas). Previamente, a musculatura foi lavada em
alcool 70%, apés sua retirada, para a remocdo de eventuais contaminantes. Apés
extracao, o DNA obtido foi ressuspendido em 50 yL de TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 8.0) e armazenado em freezer a -20 °C. A quantificagcdo das amostras foi
realizada em Nanodrop (Thermo Scientific™ NanoDrop 2000c). Para as analises, as
amostras foram diluidas em agua ultrapura para a concentracao de 5ng/uL.

Para as amplificacbes dos locos microssatélites foram selecionados 12
primers (Ed51, Ed54, EJ63, Ed72, Ed74, EAd77, Ed78, Ed80, Ed83, Ed89, Ed90,
Ed92) desenvolvidos para Epicharis dejeanii (Souza-Shibatta et al., 2021). As
amplificacbes dos locos foram realizadas em volume final de 10 uL, contendo: 1X
GoTaq Green Master Mix (Promega), 10 ng da amostra de DNA, 1% de glicerol,
0,125 pM de primer M13 marcado com fluorescéncia (FAM, HEX, NED ou PET,
Applied Biosystems, CA), 0,125 pM de primer Reverse, 0,0125 yuM de primer
Forward e agua ultrapura para completar o volume final. A reacéo foi feita em ciclo
realizado em termocicladores (PCT-100 Peltier Thermal Cycler MJ Research Inc.e
Multigen LabNetBios), de acordo com o protocolo de desnaturacéo inicial a 94 °C por
5 minutos, seguidos de 10 ciclos consistindo de trés etapas: desnaturacdo a 94 °C
por 30 segundos, anelamento para cada primer, por 1 minuto e extensao a 72 °C por
1 minuto; seguidos por mais 25 ciclos de trés etapas: 89 °C por 30 segundos,
anelamento por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto. A extenséo final foi a 72
°C por 30 minutos.

Os produtos da PCR foram diluidos na propor¢ao de 1:10 em H2O, em 2 pL
desta diluicdo foram acrescentados 0,15 uyL do marcador de peso molecular
GeneScan LIZ600 (Applied Biosystems) e 7,85 yL de Formamida Hi-Di (Applied
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Biosystems). As genotipagens dos fragmentos foram realizadas em sequenciador
automatico, modelo Applied Biosystems® 3500 xL Genetic Analyzer. Os
eletroferogramas foram analisados no Micro Checker (Van Oosterhout et al., 2004).
As andlises genéticas foram realizadas no Laboratério de Genética e Ecologia
Animal (LAGEA) e no LAMM da Universidade Estadual de Londrina.

Analise dos dados

Para os perfis de HCs, os compostos que estiveram ausentes em menos que
50% nos individuos pertencentes para um grupo ou que contribuiam em menos de
0,5% no total de compostos foram excluidos das analises (Valadares & Nascimento,
2016, 2017). Os dados foram normalizados e transformados por raiz quadrada e
uma matriz de semelhanca (Distancia Euclidiana) foi calculada. Uma Analise de
Coordenadas Principais (PCO) foi realizada para visualizacdo das similaridades ou
dissimilaridades das amostras e grupos. Uma analise de variancia PerMANOVA com
9999 permutacdes, teste post-hoc, foi utilizada para comparacao dos perfis quimicos
cuticulares dos grupos de fémeas e machos analisados (Valadares & Nascimento,
2017).

Nas analises genéticas, a caracterizacdo da diversidade genética das
amostras coletadas na agregacdo de ninhos foi feita calculando o nimero total de
alelos (Na), o numero médio de alelos efetivos (Ne) e a heterozigosidade observada
e esperada (Ho e He), utilizando o software GenAlEx 6.5 no Microsoft Excel (Peakall
& Smouse, 2012). O coeficiente de endogamia (Fis) e a riqueza alélica (Ar) foram
estimados no programa FSTAT v.2.9.3.2 (Goudet, 2001). Apenas fémeas foram
utilizadas para os calculos do Fis, Ho € He.

A verificacdo do poder dos marcadores microssatélites para inferir relacdo de
parentesco foi feita usando o software KinInfor v.1 (Wang, 2006) e as analises de
parentescos foram realizadas por dois softwares: COANCESTRY v.1.0.1.1 (Wang,
2010) e COLONY v.2.0.4.4 (Jones & Wang, 2010). O COANCESTRY opera apenas
com dados diploides, por isso a partir do estimador de parentesco de Queller e
Goodnight (QGt) (Queller & Goodnight, 1989) estimou-se a relacdo de parentesco
entre as fémeas da agregacao. A escolha deste estimador se deu porque a analise
do KinInfor o identificou como aquele que possui 0 maior poder de deteccdo de

parentesco para conjunto de dados. O COLONY, que opera com dados
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haplodiploides, foi utilizado para estimar a relacdo de parentesco entre 0s casais
coletados durante a copula. O COLONY foi executado com método de alta preciséo,
assumindo um sistema de acasalamento poligamico para os machos e monogamico
para as fémeas e auséncia de endogamia (Lopez-Uribe et al., 2015).

A partir das analises de parentesco do estimador QGt, foi calculada a
distancia (Euclidiana) de similaridade dos perfis de HCs entre as fémeas mais
aparentadas (probabilidade = 50%) e as nao aparentadas (probabilidade < 1%), e
um teste t de Student foi utilizado para comparar as distancias entre estes dois
grupos. Para as analises de PCO e PerMANOVA e para o teste t de Student foi
utilizado o software Past v. 3.12 (Hammer et al., 2001). Foram considerados

significativos valores de p < 0,05.



RESULTADOS

38

As analises de hidrocarbonetos cuticulares (HCs) identificaram a presenca de

37 compostos extraidos dos corpos de machos e fémeas de E. dejeanii, constituidos

pelo conjunto de alcanos lineares e ramificados, alcenos e alcadienos (Tabela 1). O

comprimento das cadeias de HCs variou de 21 a 33 atomos de carbonos. Dos 37

compostos encontrados, 14 hidrocarbonetos foram exclusivos das fémeas, enquanto

7 foram exclusivos dos machos. Os alcanos lineares estiveram presentes em todos

0S grupos, os alcanos ramificados (metilados) foram exclusivos das fémeas e a

classe dos alcenos foi a que apresentou uma maior distingdo entre 0s grupos

(Tabela 1).

Tabela 1. Média e desvio padrdo da proporcao relativa de

cuticulares da abelha solitaria Neotropical, Epicharis dejeanii.

hidrocarbonetos

Composto TR mppT mpst FNIT FVET FRAT
(zH)-9-Heneicosene 16.226 449+275 3,78+2,27 - - -
(2)-7-Heneicosene 16.365 0,76 £ 0,55 0,60 + 0,46 - - -

(n)-Heneicosane 16.913 0,59+0,24 0,48+0,24 0,13+£0,07 0,32+0,13 0,24+0,08
(2)-9-Tricosene 21.906 255+1,36 246+134 031+039 0,69+0,62 0,81+0,57
(n)Tricosane 22.728 0,84+0,23 0,78+0,25 7,33x1,79 7,68+1,03 6,00+0,76
(n)Tetracosane 25.934 0,36+0,15 0,26+0,06 045+0,10 055+0,15 0,35+0,04
(2)-a-Pentacosene 28.140 - - 0,26 +£0,19 0,92+0,39 0,49 +0,58
(2)-9-Pentacosene 28.259 0,61+0,26 0,68+0,27 3,32+1,92 1,78+0,76 2,43+0,81
(2)-7-Pentacosene 28.511 0,26 +0,13 0,30+0,17 0,69%+0,30 0,24+0,38 0,16 +0,05
(n)Pentacosane 29.148 1,15+0,30 1,06+0,39 12,07 +2,03 11,59 + 8,82+ 1,53
2,52
(n)Hexacosane 32.422 0,40+0,06 0,40+0,06 04+0,09 0,63+0,14 0,45+0,09
(2)-a-Heptacosene 34.606 - - 1,47+0,82 207+0,79 226+1,17
(2)-11,9-Heptacosene 34.727 - - 413+2,13 2,68+061 4,36+1,16
(2)-13,11,9,7,5- 34.947 9,38 + 2,83 10,34 + - - -
Heptacosene 2,73
(2)-13,12,8,7- 34.967 - - 1,48+054 0,46+0,38 0,92+0,20
Heptacosene
(2)-8-Heptacosene 35.194 4,92 +1,17 5,14+2,39 - - -
(n)Heptacosane 35.797 13,00 = 12,66 + 12,3+1,99 21,53 + 15,15 +
1,97 1,17 6,76 3,98
(2)-9,8,7-Octacosene 38.170 1,42+0,18 1,41+0,20 - - -
(n)Octacosane 38.973 0,42+0,11 0,37+0,06 0,33+0,09 0,67+0,08 0,43+0,05
(z,2%)-9,19- 40.556 - - 0,7+0,40 0,36+0,21 0,75+0,43
Nonacosadieno
(z,2)-8,20- 40.789 090+1,11 159+165 068+0,27 0,32+0,09 0,85+0,40
Nonacosadieno
(z,2)-7,21- 40.799 6,03+2,01 7,99+ 3,54 - - -
Nonacosadieno
(2)-14,13,12,11, 9- 41.183 - - 8,2+4,53 6,57+245 7,94+1,66
Nonacosene
(2)-14,13,12,11,10,9- 41.536 35,35+ 33,58 + - - -

Nonacosene 4,73 5,87

(2)-7,5-Nonacosene 41.568 - - 8,02+295 9,21+3,02 12,76 +

2,09
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(2)-8,7- Nonacosene 41.763 478+1,45 442+1,06 431+140 2,07+0,67 1,81+0,22
(n)Nonacosane 42.232 6,23+1,71 565+1,29 7,1+1,86 10,60 + 7,82+ 1,27
0,80
15,13,11- 43.081 - - 0,09+0,10 0,44+0,16 0,32+0,12
Trimetilnonacosane
(z,2)-9,21- 46.851 0,54+0,34 035+0,23 1,72+0,62 0,76+0,39 0,92+0,29
Hentriacontadieno
(z,2)-8,22- 46.951 - - 0,73+0,27 0,32+0,18 0,35+0,17
Hentriacontadieno
(z,z)-ai,bi- 47.164 - - 0,52+0,32 0,37+0,12 0,57+0,35
Hentriacontadieno
(2)- 15, 14, 13- 47.447 - - 9,32+487 577+139 7,39+1,50
Hentriacontene
(2)- 12, 11, 10,9, 8, 7- 47.819 - - 412+1,18 4,01+135 452+1,58
Hentriacontene —
(2)-7-Hentriacontene 47.941 0,02 + 0,05 - 149+0,46 1,03+0,32 1,03+0,63
(n)Hentriacontane 48.380 0,16 +0,16 0,11+0,09 13+0,46 1,69%+0,22 0,93%0,22
(2)- 53.339 - - 2,14+094 0,80+0,32 0,99 +0,29
16,15,14,13,12,11,10,
9,8-Tritriaconteno
(2)-a- Tritriaconteno 53.715 - - 0,32+0,19 054+£0.19 0,55+0,28

TTR = tempo de retencao;

TMPP = machos patrulhadores de plantas; MPS = machos patrulhadores de solo; FNI =
fémeas nidificando; FVE = fémeas virgens emergentes; FRA = fémeas recém acasaladas;

* (n) = alcanos; (z) = alcenos; (zz) = alcadienos; (a,b) = local da dupla ligacéo indefinido.

A andlise de coordenadas principais (PCO) apresentou uma clara separacao
dos sexos (Figura 1). Andlises post hoc dos grupos apontaram uma diferenca
significativa entre fémeas e machos (PerMANOVA, F=118,18, p < 0,001). A analise
de PCO demonstra também, que as fémeas virgens emergentes sao distintas das
demais fémeas (PerMANOVA, F=5,7924, p < 0,001). Para os machos que adotam
diferentes patrulhas em buscas de parceiras no agregado ndao houve separacédo dos
grupos (PerMANOVA, F=0,65336, p > 0,6332).

As fémeas virgens emergentes, diferentemente dos demais grupos,
apresentaram uma proporcdo de alcanos lineares maior do que a proporcdo de
alcenos. Este grupo de fémeas também apresentou a maior propor¢cdo de alcanos
metilados. As fémeas recém acasaladas tiveram proporcfes semelhantes de
alcanos lineares e alcenos com as fémeas que estavam nidificando. Os machos de
patrulhas diferentes tiveram as propor¢cdes de hidrocarbonetos cuticulares
semelhantes, embora os machos patrulhadores em plantas apresentaram uma maior

proporcao de alcadienos que os demais grupos (Figura 2).
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Figura 1. Anédlise de componentes principais (PCO) realizada com hidrocarbonetos

cuticulares da abelha Epicharis dejeanii (quadrados pretos = machos patrulhadores

de plantas; quadrados cinzas = machos patrulhadores de solo; triangulos pretos =

fémeas nidificando; triangulos cinzas sem preenchimento = fémeas virgens

emergentes; triangulos cinzas = fémeas recém acasaladas).
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Figura 2. Proporcéo (%) dos compostos de hidrocarbonetos separados por classe
para cada grupo da abelha solitaria E. dejeanii.

Em relacdo a diversidade genética obtida para as amostras de fémeas e
machos de E. dejeanii, 0 nimero total de alelos (Na) observados foi 118, o nimero
meédio de alelos efetivos (Ne) foi 3,095 e da riqueza alélica (Ar) foi 9,868. A

heterozigosidade observada (Ho) e esperada (He) foram 0,485 e 0,603,
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respectivamente. O coeficiente de endogamia (Fis), apos a correcado de Bonferroni,
apresentou valores nao significativos (p = 0,185).

A andlise entre o par de macho e fémea de cada um dos seis casais
coletados apds término imediato da cOpula, indicaram auséncia completa de relagcéo
de parentesco entre estes. Por outro lado, as fémeas aparentadas apresentaram
maior similaridade dos perfis de hidrocarbonetos cuticulares que as fémeas néo
aparentadas (t = -2,2429; p = 0,039418; Figura 3).

30

10- T 1
1

Fémeas Fémeas
aparentadas = ndo aparentadas

Distancia de similaridade
[ ]
T
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Figura 3. Distancia (Euclidiana) de similaridade dos perfis de hidrocarbonetos
cuticulares entre os grupos de fémeas da abelha E. dejeanii. (FEmeas aparentadas =
fémeas com probabilidade = 50% de serem parentes; fémeas nao aparentadas =
fémeas com probabilidade < 1% de serem parentes; barra representa o desvio
padrao; * representa diferenca significativa).
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DISCUSSAO

Os resultados obtidos revelaram que os perfis de HCs foram capazes de
distinguir entre os dois sexos de E. dejeanii e estdo de acordo com varios estudos na
literatura realizados com espécies de abelhas solitarias, como Andrena nigroaenea
Kirby (Schiestl et al., 1999), Megachile rotundata Fabricius (Paulmier et al., 1999) e
Amegilla dawsoni Rayment (Simmons et al., 2003) que também revelaram perfis
distintos em machos e fémeas, indicando, portanto, que os HCs desempenham um
papel funcional, provavelmente, relevante na discriminacdo quimica para o
reconhecimento dos dois sexos em uma espeécie.

Embora E. dejeanii seja uma espécie protandrica, ha um periodo em que
machos e fémeas emergem ao mesmo tempo, existindo varias dezenas de
individuos voando e uma grande competicdo dos machos pelo acesso as fémeas
emergentes (Dec & Vivalo, 2019, 2020; Pina et al., 2020). Assim, a capacidade de
diferenciar os sexos pelo perfil de HCs tem uma vantagem seletiva para os machos,
porque reduz tanto o0s gastos energéticos de sobrevivéncia quanto custos
associados ao tempo despendido na procura por fémeas virgens (Simmons et al.,
2003).

No presente estudo verificou também que os HCs nas fémeas apresentaram
dimorfismo quantitativo e qualitativo durante o processo de acasalamento, isto €,
fémeas virgens foram claramente distinguidas de fémeas acasaladas em E. dejeanii.
Isso ocorreu por uma reducdo na proporcdo de alcanos em favor do aumento na
proporcdo de alcenos. A transicdo do perfil de hidrocarbonetos cuticulares
aconteceu em pouco tempo, logo apés a copula.

Embora estudos realizados com abelhas solitarias indiguemm que as fémeas
acasaladas diminuem ou cessam a producéo de HCs, que sinalizam receptividade e
passam a produzir compostos que inibem o comportamento de acasalamento dos
machos (Schiestl & Ayasse, 2000; Simmons et al., 2003), esta mudanca pode ser
resultado do processo desencadeado pela idade, em uma acdo ontogenética
autbnoma. Em Osmia bicornis e O. cornuta, por exemplo, a transicdo ocorre
puramente pela fase do ciclo de vida da abelha, ndo havendo diferencas nos perfis
de HCs de fémeas virgens e acasaladas da mesma idade (Seidelmann & Rolke,
2019). Também um estudo sobre atratividade sexual em Megachile rotundata

acentuou a importancia da idade para mudancas no perfil quimico (Paulmier et al.,
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1999).

No entanto, a transicdo do perfil autbnomo do HCs estid associada com a
diminuicdo dependente da idade e com a proporcéo de fémeas virgens que aceitam
copular com um machos (Seidelmann, 2014). Assim, existe uma pequena janela de
receptividade ao acasalamento apos a emergéncia da fémea, sugerindo que uma
sinalizagdo quimica possa resultar na garantia da fémea em receber suprimento de
esperma para reproducdo e para estimular a competicdo entre os machos
patrulhadores, como foi sugerido por Simmons et al. (2003) para a abelha solitaria
Amegilla dawsoni.

A estratégia de patrulha de acasalamento adotada em machos de Epicharis
dejeanii tem associagcdo com o tamanho corporal, os machos maiores realizam
patrulha no topo das plantas e os menores rente ao solo, no agregado de ninhos
(Pina et al., 2020). Contudo, nossos resultados demonstraram que os machos de E.
dejeanii de tamanhos corporais diferentes ndo apresentam distingdo nos seus perfis
de HCs, sugerindo que o maior acesso na tentativa de cépulas com as fémeas,
provavelmente, ndo esteja relacionado a estes compostos quimicos. Por outro lado,
a presenca e a quantidade de machos patrulhando em buscas por copulas, pode
influenciar na composicdo e aumentar a atratividade dos compostos cuticulares,
como ja relatado para moscas (Gershman et al., 2014; Gershman & Rundle, 2016,
2017) e ortopteros (Genin et al., 1986; Heifetz et al.,1998). De forma diversa, os
resultados com as analises de HCs aqui obtidos ndo permitem tal concluséo para E.
dejeanii.

As classes dos HCs sdo bem conhecidas por desempenhar um papel em
numerosas interacdes intraespecificas mediadas quimicamente (Geiselhardt et al.,
2012; Weiss et al., 2013). Nesta pesquisa, o padrao geral de HCs encontrado esta
em conformidade com perfis encontrados para outras espécies de abelhas solitarias
(Buckner et al., 2009; Pitts-Singer et al., 2017; Seidelmann & Rolke, 2019). Alcanos
e alcenos de numeros impares também dominam o perfil de HCs da abelha solitaria
Amegilla dawsonia, que nidifica em agregacédo no solo, além das fémeas acasaladas
serem distinguidas das virgens por uma reducéo de alcanos em favor dos alcenos
(Simmons et al., 2003).

Em E. dejeanii, os alcenos foram mais abundantes, o que pode estar
relacionado a feroménios sexuais e no processo de acasalamento, como em outras

abelhas solitarias, tais como Colletes cunicularius Linnaeus (Mant et al. 2005),
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Andrena nigroaenea (Schiestl et al., 1999), Habropoda pallida Timberlake (Saul-
Gershenz & Millar, 2006) e Megachile rotundata (Paulmier et al., 1999), refletindo
seu papel na comunicagdo quimica destes insetos.

Os alcanos lineares foram representativos na cuticula das fémeas,
especialmente nas virgens. Estes alcanos, de acordo com Blomquist e Bagneres
(2010), séo compostos que possuem mais de 20 carbonos nas cadeias e ndo séo
volateis e, por isso, ndo podem atuar como sinais emitidos e recebidos a certa
distancia. Apesar disto, Tannure-Nascimento et al. (2007) e Brito et al. (2017)
sugerem que estes compostos tenham importadncia como sinais para mediar
interacdes coespecificas, podendo atuar como feroménio de superficie, o que
explicaria a alta ocorréncia destes compostos nas fémeas virgens. Paralelamente,
tem sido proposto também que estes alcanos lineares estejam envolvidos na
construcdo de uma barreira para evitar a perda de agua (Armold & Regnier, 1975;
Menzel et al., 2017). Assim, por essas duas funcdes desempenhadas, € justificavel a
grande ocorréncia destes hidrocarbonetos no presente estudo.

Feromonios de contato de curto alcance sdo usados por muitos insetos para
identificar e, potencialmente, discriminar outros individuos da mesma espécie ou de
espécies diferentes (Wyatt, 2013). Como em outros insetos, 0 reconhecimento de
parceiros em E. dejeanii € mediado por sinais quimicos e, provavelmente, a
presenca de hidrocarbonetos cuticulares, fisiologicamente ativos, sejam necessarios
para induzir o comportamento copulatério, enquanto outros compostos agem como
um atrativo sexual de longo alcance, que aumentam a probabilidade do inicio do
acasalamento, como demostrado para outras abelhas solitarias (Cane &
Teng6,1981; Larsen et al., 1986; Schiestl & Ayasse, 2000; Candolin, 2003).

Os hidrocarbonetos cuticulares sdo quimicamente estaveis, com baixa
volatilidade (Howard & Blomquist, 2005) e estdo envolvidos no reconhecimento de
parentesco em diversos insetos (Simmons, 1989; Keller & Fournier, 2002; Lihoreau
et al.,, 2007; Oppelt et al.,, 2008; Thomas & Simmons, 2008) e, ainda parecem
oferecer um indicador confiavel do gendtipo contido em um individuo (Thomas &
Simmons, 2008). Neste estudo houve diferenca nos perfis de HCs de fémeas
aparentadas e nao aparentadas, indicando que ha um possivel envolvimento dos
HCs na discriminacdo de individuos aparentados. Adicionalmente, a auséncia de
parentesco nos casais analisados reforca esta ideia. Este resultado, estda em

concordancia com outras pesquisas que envolveram estes compostos cuticulares



45

em abelhas solitarias, como por exemplo os machos de Colletes cunicularius que
usam os HCs tanto para discriminar quanto para optar por fémeas de um outro
agregado (Vereecken et al., 2007), enquanto em Manuelia postica Spinola as
fémeas utilizam para reconhecer suas irmas de ninho (Flores-Prado et al., 2008).
Contudo, ndo se pode descartar a existéncia de outros mecanismos para o0
reconhecimento de parentes em E. dejeanii, uma vez que este tipo de
reconhecimento pode depender de outros compostos quimicos, como compostos
volateis de baixo peso molecular derivados da glandula de Dufour, e estes nédo
podem ser removidos simplesmente pelo hexano (Simmons et al., 2003).
Paralelamente, uma associacdo entre um conjunto de caracteristicas morfolégicas,
guimicas e comportamentais, ndo avaliados neste trabalho, também deve ser
considerada.

No presente estudo, foram observados altos niveis de diversidade genética e
baixo nivel de endogamia na populacdo de E. dejeanii, resultados que estdo de
acordo com outros estudos realizados em abelhas solitarias e que também nidificam
em agregados (Beveridge & Simmons, 2006; Lopez-Uribe et al., 2015). Em abelhas,
0 tamanho corplreo esta diretamente relacionado a sua capacidade de voo
(Greenleaf et al.,, 2007; Cariveau et al.,, 2016). Como o género Epicharis é
constituido por abelhas consideradas grandes, com tamanhos entre 15 a 25 mm de
comprimento (Michener, 2007), as fémeas sao supostamente filopatricas e com ciclo
de vida univoltino (Hiller & Wittmann, 1994; Uemura, 2017; Dec & Vivallo, 2019), é
possivel que os machos de E. dejeanii estejam sendo capazes de se dispersarem
para pontos mais distantes dentro de agregacfes de grande tamanho em extensao
ou até para outras agregacOes na ilha, o que, consequentemente, elevaria o fluxo
génico na agregacdo de ninhos e diminuiria os niveis de acasalamentos entre
irmaos, reduzindo o risco de depressdo por endogamia da populacédo (Lépez-Uribe
et al., 2015).

Provavelmente, devido a fidelidade aos sitios natais das fémeas e
caracteristicas adequadas deste solo arenoso, propicio para nidificacdo, € que esta
agregacao de ninhos persista ho mesmo local por varios anos seguidos (Uemura,
2017; Pina et al., 2020). Contudo, um fator que pode reduzir a estabilidade desta
populacdo de abelha, a longo prazo, sdo os altos niveis de endogamia, entretanto
este agente limitante ndo esteve presente neste estudo. Contudo, evitar a

urbanizagéo (que pode impactar negativamente os niveis locais e regionais de fluxo
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génico em abelhas nativas (Jha & Kremen, 2013; Lopéz-uribe et al., 2015) e limitar o
turismo em areas restritas na Ilha do Superagui, possam fornecer subsidios
importantes para preservacao, conservagao e expansao desta populacao na llha.

Em suma, pode-se concluir que E. dejeanii tem um sistema de HCs envolvido
na discriminacdo dos sexos, de fémeas virgens/acasaladas e que, aparentemente,
eles desempenham um papel na discriminagdo de individuos mais aparentados,
como observado entre fémeas, atuando, portanto, em diferentes formas de
reconhecimento quimico. Os resultados aqui apresentados representam uma
importante contribuicdo para o entendimento de mecanismos envolvidos no sistema

de acasalamento em espécies de abelhas solitarias que nidificam em agregacoes.
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4. CONCLUSAO GERAL

Este estudo apresenta uma detalhada descricdo do comportamento de
acasalamento em Epicharis dejeanii. Além disso, fornece dados sobre parentesco e
reconhecimento genético através da integracdoe entre analises de marcadores
microssatélites e hidrocarbonetos cuticulares.

E. dejeanii € uma espécie de importancia para a regido, em virtude do seu
papel desempenhado nos processos ambientais. Embora trabalhos venham sendo
realizados sobre essa espécie, identificar outras populac¢des dentro da ilha implicara
em novos projetos a serem desenvolvidos em pesquisas futuras, a fim de desvendar
mais detalhes do comportamento adaptativo desta espécie na area.

A caracterizagdo do perfl quimico juntamente com marcadores
microssatélites representam uma importante contribuicdo para o entendimento de
mecanismos envolvidos no sistema de acasalamento e sinalizacdo quimica, porque
colocam em discussdo informacdes sobre 0os mecanismos contra a depressao
endogamica em uma abelha solitaria endémica da América do Sul. Contudo,
também demonstram a importancia de maior compreensdo sobre as questdes
ecoldgicas e comportamentais desta espécie e de outras abelhas solitarias que
nidificam em agregacdes no solo.

Paralelamente, esta pesquisa indica o papel importante da dispersao em E.
dejeanii na conservacao da diversidade genética e da persisténcia da agregacéo de
ninhos a logo prazo. Contudo, estudos com foco na histéria natural em abelhas,
especialmente as solitarias, possibilitara preencher as lacunas no conhecimento a
respeito da filopatria das fémeas e sua capacidade limitada de dispersdo e
colonizagdo. Assim, como o papel dos machos na dinadmica populacional de
abelhas, visto que sdo provavelmente os dispersores e fazem as ligacbes entre
populacdes.

Finalmente, as implicacbes baseadas nos resultados deste estudo, sao
relevantes para estratégias de manejo para conservacdo e preservacdo da
biodiversidade da llha do Superagui, e também tém alusfes para muitas espécies

nativas de abelhas solitarias que compartilham habitos de vida semelhantes.
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6.1 APENDICE A: Espectrometria de massa da abelha Epicharis dejeanii
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6.2 APENDICE B: Caracterizac&o dos locos para a populacdo analisada de

Epicharis dejeanii

Locos N Na Ne Ho He F
ed51 80 6.000 1.729 0.100 0.422 0.763
ed54 80 12.000 2.852 0.275 0.649 0.577
ed63 80 9.000 1.283 0.150 0.220 0.320
ed72 80 6.000 2.337 0.238 0.572 0.585
ed74 80 13.000 5.465 0.375 0.817 0.541
ed77 80 16.000 5.176 0.375 0.807 0.535
ed78 80 2.000 1.311 0.150 0.237 0.368
ed80 80 4.000 2.233 0.263 0.552 0.525
ed83 79 13.000 4.717 0.354 0.788 0.550
ed89 79 11.000 2.066 0.228 0.516 0.558
ed90 80 11.000 3.587 0.300 0.721 0.584
ed92 80 15.000 4.378 0.238 0.772 0.692
Média 9.833 3.095 0.254 0.589 0.550
Désvio 1.284 0.437 0.026 0.061 0.034
padrao

N = namero de individuos genotipados; Na = numero de alelos; Ne = nimero de alelos
efetivos; Ho = heterozigosidade observada; He = heterozigosidade esperada; F = indice de
fixacdo.
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6.3 APENDICE C: Faz parte desta tese a descri¢cdo de locos microssatélite para
a espécie Epicharis dejeanii. Estes resultados estdo incluidos no trabalho
intitulado:

“Isolation and characterization of microsatellite markers in two species of the
neotropical Epicharis (Hymenoptera, Apidae, Centridini) genus and cross-
ampliication in related species”

Publicado (online) em 21/01/2021 na Molecular Biology Reports, na forma de short
communication

https://doi.org/10.1007/s11033-020-06076-0

Deste trabalho participei como um dos autores, atuando nas analises dos locos da
espécie E. dejeanii

Autores: Lenice Souza-Shibatta - Paulo C. Ricardo - Welber C. Pina - Vilmar
Flaresso-Neto - Gabrielle A. Freiria -Thais Kotelok-Diniz - Maria C. Gaglianone -
Maria C. Arias - Silvia H. Sofia

Abstract

Genetics can provide invaluable tools for management and conservation of bee
populations, which are declining worldwide. Among these tools, microsatellite are
very useful molecular markers for population analyses. The aim of this study was to
isolate and characterize microsatellites for Epicharis (Anepicharis) dejeanii and
Epicharis (Epicharis) nigrita, two Neotropical species of solitary bees, both exhibiting
the habit of nesting in aggregations. Microsatellite loci were identiied from two
enriched genomic libraries. The characterization and analysis of loci were carried out
using 35 females of E. dejeanii and 34 of E. nigrita. In total, we report the
development of 12 microsatellite loci for E. dejeanii and 13 for E. nigrita. For E.
dejeanii, all loci were polymorphic, the number of alleles per locus ranged from 2 to
12, averaging 8.7 and, observed and expected heterozygosity were 0.485 (range
0.229-0.857) and 0.633 (range 0.288-0.843), respectively. For E. nigrita, only nine
out of 13 loci ampliied were polymorphic, the number of alleles per locus ranged from
2 to 12, averaging 5.5. For this species, the observed and expected heterozygosity
were 0.440 (range 0.118-0.676) and 0.545 (range 0.167-0.814), respectively. Cross-
ampliication of primers was successful in other Centridini species. The two sets of
loci described for E. dejeanii and E. nigrita species are polymorphic and informative
and show promising applicability population genetic approaches and relatedness

studies on these and other Centridini species.
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