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Resumo

As relagbes entre flores e abelhas durante a é@wltigeram um importante
papel na adaptacdo desses insetos, uma vez quseelddizam dos recursos florais
(néctar e pdlen) para sua alimentacdo. A adaptacé@esa estratégia alimentar fica
evidente pela presenca de estruturas morfolégieasas abelhas relacionadas a esse
comportamento, como a corbicula. Apesar da utdiaade recursos florais estar
presente em praticamente todas as espécies daslaljumas espécies de abelhas sem
ferrao (Meliponini) apresentam um tipo de composdato alimentar que difere
bastante de todos os outros encontrados em abeti@ais. No comportamento
conhecido como cleptoparasita, as abelhas ndamigibres e conseguem seu alimento
através do saque a outras coldnias. Este comportaresta presente como estratégia
exclusiva nos génerdsestrimelittae Cleptotrigona.Durante o saque sdo levados da
colonia pilhada, mel, pdlen, cerdmen e, principatag alimento larval. Apesar de
alguns estudos ja terem sido realizados, muitastge® importantes relacionadas a
ecologia quimica e comportamental dteptoparasitismo ainda permaneciam sem
respostas. Sendo assim, 0 presente estudo objetivestigar esses dois aspectos do
cleptoparasistismo ernh. limao. Dentro do aspecto comportamental as analises se
concentraram na investigacdo da escolha das csldwispedeirasAs analises eco-
quimicas, por sua vez, focaram na identificacdoctbospostos presentes nas glandulas
mandibular e salivar cefalica e na identificacdopdpel ecolégico desses compostos
durante os saques.

Os resultados obtidos trouxeram novas e importaimiEsmacdes sobre o
comportamento cleptoparasitalddimao. Foi possivel observar uma menor frequéncia
dos ataques a espécie que apresenta respostasivagre® sague, em comparagcao as
que agem passivamente. Além disso, os dados obtaioanalises quimicas trouxeram

novidades importantes, relacionadas a proporcaoisdwmseros do citral presente na



glandula mandibular das operérias, a presencatdeegsa glandula salivar cefélica e
ao papel ecoldgico do citral. Ainda, a evolucaoctiptoparasitismo em abelhas sem
ferrdo € amplamente discutida e, por fim, é explitd a necessidade de uma nova

classificagédo para os diferentes tipos de parasitigresentes no grupo das abelhas.



Abstract

The interactions between flowers and bees playadhpartant role in the
behavioral evolution of these insects since they fen floral resources. Nevertheless,
some species of stingless bees have a differediniggstrategy, which is known as
cleptoparasitism. These species obtain their fomtusively through pillaging of other
beehives. The exclusivity of this stealing behazi@n be found in two different groups
of stingless beegestrimelitta and Cleptotrigonalthough some studies concerning
this interesting behaviour have already been nthéee are many questions related to
its chemical and behavioral ecology that remaituaity unknown. Thus, the aim of
this study was to investigate these aspects aflépoparasitism ibestrimelitta limao.
The behavioral analyses focused on the investigatidvost choice by the
cleptoparasitic bees while eco-chemical analysesstigated the chemical profile of
the cephalic glands (mandibular and cephalic saljvand their ecological role during
the pillage.

The results brought new important information cont® the cleptoparasitic
behavior of L. limao. The host choice analysis ¢aties a lower frequency of attacks in
the aggressive hosts. Chemical investigations stiaifeerent proportions of the
citral’s isomers which are present in the mandibgland, the chemical profile of
cephalic salivary glands and the ecological roleiwél. Furthermore, the evolution of
cleptoparasitic behaviour is widely discussed dedntecessity of a new classification

for the parasitism among bees is presented.
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As abelhas sociais (Apidae: Hymenoptera) constituemimportante grupo de
insetos e chamam a atencéo pela alta complexidadria organizacdo social. Essa
organizacdo constitui a caracteristica principasds animais e evoluiu a partir da
selecdo de fatores ecologicos e sociais (Ross &eiel995). Um dos fatores
ecoldgicos essenciais para a adaptacdo dessesisaréma modo pelo qual eles
conseguem seu alimento. Essa atividade, de fundaménportancia para sua
reproducdo e sobrevivéncia, influenciou a evoluglo caracteres morfologicos,
fisiologicos e comportamentais nesses insetos (Rou®89). Além disso, esses
animais, considerados 0 mais importante grupo tieipadores modernos, tiveram um
papel fundamental na diversificacdo das angiospe(@amaldi & Engel, 2005).

De maneira geral, as abelhas sociais obtém seeralnatravés da utilizacédo de
recursos florais (polen e néctar). O polen coristitprincipal fonte de proteina e o
néctar a principal fonte de carboidratos (Miched®74; Roubik, 1989). As operarias
possuem especializacdes anatbmicas que permiteemgporte do néctar e do pdlen
para a colonia, sendo o polen transportado por meioma estrutura especializada,
localizada no par de pernas posterior desses thaigj chamada de corbicula (Wilson,
1971, Michener, 1974). Esses nutrientes sao castadh excesso pelas operarias e
todo alimento coletado além das necessidades itasdi®e um individuo é utilizado
para alimentacdo das larvas ou armazenado pardutiso em potes de alimento
localizados dentro da colénia (Michener, 1974). Brabesses dois recursos sejam
aqueles coletados com maior frequéncia pelas oggréutros recursos, Como a seiva e
a resina das plantas, também sé&o utilizados pbkleas (Roubik, 1989). Além disso,
algumas espécies (e-yigona hypogeputilizam como fonte proteica carne de animais
mortos, ao invés do polen. Ha, também, espéciecajatam fezes de outros animais,

que podem ser armazenadas ou utilizadas na cagstdacninho (Roubik, 1989).



Um importante aspecto do comportamento alimenéar abelhas sociais é a
existéncia de uma eficiente comunicacdo entre asadps de uma colbnia, o que
auxilia na localizagéo e no recrutamento para fodealimento. O modo pelo qual as
forrageadoras comunicam e recrutam as outras @gepEra uma determinada fonte de
alimento varia entre os diferentes grupos de abeBuwriais. No génerd\pis, a
comunicacao e o recrutamento ocorrem, principaleyettavés de uma danca (“waggle
dance”) realizada pelas operarias dentro da cqléamuanto em Meliponini a
utilizagdo de trilhas quimicas, marcag¢do quimicdotée de alimento e comunicacdo
sonora constituem as principais formas de sindzale uma fonte de alimentey.,
Barthet al, 2008)

Apesar das interacdes com flores estarem presemiegiase todos os grupos de
abelhas, em abelhas sem ferrao (Meliponini), gra@mde de abelhas eussociais de
ampla distribuicdo geografica, existem outros ties interacdes ecologicas que
diferem bastante do padrédo observado nas demaisaabdNesse grupo, além das
abelhas necréfagas, que utilizam a carne de animaitdos como fonte proteica, dois
géneros sao formados por espécies de abelhastasrakamente especializadas, as
quais nao visitam flores e conseguem seu alimeiggatoriamente, através do saque
a outras colbnias (Michener, 1974; Sakagetmal, 1993; Sakagami & Laroca, 1963;
Nogueira Neto, 1970). Este comportamento esta pies®s Meliponini tropicais do
génerolLestrimelittae no género african@leptotrigonae € chamado de comportamento
cleptoparasita (Michener, 1974; Sakagatral. 1993).

O cleptoparasitismo ¢é definido tanto pelo roub@liteento que esta na posse do
hospedeiro como pelo roubo do alimento sobre o gualspedeiro despendeu grande
quantidade de energia para conquistar (lyengar8)2080 longo da evolucéo, este

interessante tipo de comportamento se desenvoluée s diferentes grupos de



animais e esta presente em cnidarios, platelmiatt®podes, moluscos, equinodermos
e cordados (lyengar, 2008).

Em insetos sociais, esse comportamento ja foi desqara formigas
(Holldobler, 1986; Richarét al, 2004; Breectt al., 2012) e abelhas (Michener, 1974
Sakagamet al, 1993; Breeckt al, 2012). Em formigas s&o encontrados apenas breves
descricbes sobre o saque que ocorre diretamentefodageadoras quando estas
retornam para a col6nia. O tipo de alimento roubzatta entre as diferentes espécies
nas quais o comportamento cleptoparasita é obsenfagspéci€Crematogastelimata
rouba apenas pequenas quantidades de liquidoss flermjuanto o alimento roubado
pelas operarias deMyrmecocystusmimicus sdo 0s insetos capturados pelas
forrageadoras da espécie hospedeira. Além dissogailuma dessas espécies esse tipo
de comportamento é obrigatdrio (Holldobler, 198&h@rdet al, 2004).

O género Lestrimelitta grupo cleptoparasita de abelhas sem ferrdo mais
estudado, € formado por 19 espécies e esta prasste o México até o Sul do Brasil,
Paraguai e norte da Argentina (Schwarz, 1948; Rodl9i80; Camargo & Moure 1989;
Ayala, 1990 e Oliveira & Marchi, 2005; Moust al, 2007). As abelhas deste género
nao possuem corbicula funcional, ndo visitam floeegonseguem seus alimentos
através da pilhagem de outras colbnias (Sakagarmar&ca, 1963; Michener, 1974,
Sakagamet al. 1993). Embora o comportamento de pilhagem de ®uwlbnias possa
ocorrer facultativamente em algumas outras espéeiebelhas sem ferrdo dos géneros
Oxytrigong Scaptotrigona e Melipong as espécies cleptoparasitas do género
Lestrimelitta apresentam especializacdes anatomicas, ecologicasmportamentais
relacionadas ao saque de outras colbnias. Aléno,desssas abelhas nunca foram
observadas coletando pdlen e néctar de floreseDaedo, as abelhas deste género séo
consideradas cleptoparasitas obrigatorias, ou seja,Unica forma de obtencédo de

alimento é através do saque (Nogueira Neto, 19aKagamieet al, 1993).



Segundo Sakagamat al. (1993), o ataque a colénia hospedeira se iniaia @0
chegada de varios individuos destrimelitta a colénia que vai ser atacada, nesse
momento, um forte cheiro de Ilimdo é liberado pelabelhas invasoras.
Simultaneamente, a entrada da coldnia hospedeit@rénada pelas operarias te
limao, que agressivamente impedem que as forrageadaresl@hia atacada retornem
(Nogueira Neto, 1970; Sakagari al, 1993). Além disso, as abelhas saqueadoras
depositam cerume na entrada do ninho da colbntaddae, algumas vezes, constroem
uma entrada do ninho semelhante a entrada de ska (akagami & Laroca, 1963;
Nogueira Neto, 1970; Sakagasatial, 1993). Algumas operarias da colénia hospedeira,
presentes na colénia no momento do ataque, ao tfender a colbnia, sdo atacadas e
recuam para dentro da colbnia, ou entdo sdo mpelas abelhas invasoras. Dentro do
ninho, as operarias deestrimelitta limao iniciam o saque e levam da col6nia
hospedeira mel, pélen, materiais do ninho e, gradoiente, alimento larval (Sakagami
et al, 1993). O saque ¢ finalizado com a partida gradeabperarias de. limao e a
chegada também gradual de operérias da colonietieisp, que estavam fora do ninho
no momento do ataque. Esse processo aconteceeatédfis as saqueadoras tenham se
retirado da colbnia atacada (Sakagaeti al, 1993). As operarias das espécies
hospedeiras podem reagir de dois modos diferepgeataques, podendo 1) recuar para
dentro da colénia e permanecer imovel entre asasétie cria até que o ataque termine
(Sakagamiet al, 1993); ou 2) reagir agressivamente, atacanderfmmte as abelhas
invasoras (Wittmann, 1990).

Na maioria dos casos o0 ataque tem duracdo de dergmatro horas em um
anico dia, mas pode continuar por até 34 dias (@akeet al. 1993). O intervalo entre
um saque e outro € de cerca de 2 meses, emborpesss@o apresente uma grande
variacdo. (Sakagami & Laroca, 1963; Sakagammal. 1993). A recuperacdo de uma

colonia hospedeira apdés um ataque varia bastamdpgjue algumas colénias podem
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receber ataques frequentes sem serem extintasarénquara outras espécies um Uanico
ataque podeesultar no fim da colonia atacada (Sakagami & ¢ard963).

Quando analisado sob uma perspectiva ecoldgicailizacbo de coldnias de
outras espécies como recurso alimentar, ao invéflodes, possui consequéncias
importantes. A mais importante delas se referet@sacdes ecoldgicas relacionadas a
cada estratégia alimentar. Enquanto a interacdoasoplantas é de cooperagdo, visto
que tanto as plantas como as abelhas sé&o benaficeihteragcdo com outras colbnias €
de competicdo e disputa direta por recurso. Issodemo resultado a existéncia de
caracteristicas Unicas nessa espécie cleptoparasita

Um importante aspecto desse comportamento estéiomd@o a comunicacao
realizada pelas operarias. Além da existéncia d&@ eomunicacao intraespecifica, que
coordene todo o ataque, transmitindo informacfbgeso seu inicio e término e sobre a
localizacédo da fonte alimentar, deve existir tamhéna comunicacao interespecifica,
que funcionaria como uma “arma quimica” atuandoetwo das abelhas atacadas, ou
atrapalhando sua comunicacdo de defesa, facilifamsim, o saque (Blum, 1970;
Nogueira Neto, 1970, Wittmann, 1990; Pompeu & $i&e2005; van Zwedeet al,
2011).

Segundo os estudos realizados, o principal compsiado por essas abelhas
durante o ataque a outras colbnias seria aquegdensdvel pelo forte cheiro de limao
liberado pelas invasoras. Esse composto é secrptds glandulas mandibulares de
operarias de.estrimelitta limaoe € formado por dois compostos isémeros, geranial
neral, conhecidos conms- e trans-citral (Blum, 1966; Blumet al, 1970). Os estudos
ja realizados sugerem uma variedade de funcdes gsdea composto: 1) atuar na
repeléncia das operarias atacadas (Kerr, 1951; dvidual, 1958); 2) atrair as demais
operarias saqueadoras para a colénia hospedeirg 51; Moureet al, 1958); 3)

atrapalhar a comunicacéo defensiva das abelhagdwisps (Kerr, 1951; Mouret al,
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1958); e 4) atuar como um sinal de inicio e térmilos saques (Sakagami. al.,
1993),. No entanto, existem divergéncias sobre gossiveis fun¢cdes. Sakagagnial.,
(1993) e Nogueira Neto (1970) sugerem que esse admmao deve ter uma funcéo
repelente, uma vez que essa substancia provoceerdde respostas em diferentes
espécies e em diferentes momentos, podendo, we|usirair outras espécies ao invés
de afasta-las. Assim, esses autores propdem gilopode provocar varias respostas
de acordo com a sua concentracdo e que se essestoroferece alguma vantagem a
L. limag, ndo é sua funcao repelente. Apesar disso, ap@ihipétese desse composto
atuar como uma trilha quimica para os outros iddios dessa espécie.

Embora a utilizacdo do citral no estabelecimento tdlha quimica de
comunicacao também tenha sido descrita para abéthgénerdseotrigona(Blum et
al., 1970) estudos recentes refutaram a hipotese de que gsostos liberados pelas
glandulas mandibulares, como o citral, estdo ptesemas trilhas quimicas utilizadas
pelas abelhas sem ferrdo, sendo um conjunto deeesliberados pelas glandulas
salivares cefalicas os principais componentes desskhas (Jarauet al., 2006;
Schorkopfet al.,2007; Stangleet al.,2009).

Desse modo, as informacdes existentes sobre o papi@gico do citral enh.
limao ndo estédo claras. Além disso, para se determirfian@io desse composto 0s
estudos citados utilizaram apenas amostras del cirdaético para os testes
comportamentais, e ndo de extratos glandularessporgue pode trazer imprecisdées
nas respostas obtidas. Ainda, essas informacoemslvecentemente sobre o papel dos
compostos presentes nas glandulas salivar ceféddiceomportamento de forrageio de
diversas espécies de abelhas sem ferrdo, tornasdeigeuma investigacdo da funcao
dos compostos secretados por essa glandula tamdssa espécie cleptoparasita. Sendo
assim, o conhecimento sobre a comunicacdo quinusasdques dé. limao ainda

possui diversas lacunas que precisam ser preeschida



Outra importante questdo sobre o comportamentdogepasita dessas abelhas
sociais esta relacionada a escolha da espéciedeispeEmbora a maioria das espécies
de abelhas sem ferrdo n&o ofereca muita resistansiataques de limao, algumas
outras, como afletragonisca angustulareagem muito agressivamente, atacando
fortemente as abelhas saqueadoras (Wittmann, 1@8&%mann et al, 1990). No
combate entre as duas espécies, varios individasgldas colénias morrem, sendo a
maioria desses individuos operarias da colbniaadta¢Sakagami & Laroca, 1963). O
sucesso de um ataque é fundamental para que pesgeticomportamento exista e a
perda de inumeros individuos pode ter um alto cpsi@ as colénias de. limao.
Assim, considerando a resposta diferencial de adgusspécies ao ataquelddimaqg, é
esperado quajessa espécie cleptoparasita, algum tipo de esdokhaninhos a serem
atacados tenha sido selecionada ao longo da ewadliegde comportamento.

Estudos apontam que algumas espécies foram atavadmsezes pat. limao
em um determinado periodo (Begjoal,1991; Sakaganet al. 1993). No entanto, essas
espécies eram também as que possuiam maior demsidamblonias na area estudada.
Desse modo, € possivel que o maior numero de a&ampservados nesses estudos
esteja relacionado com a maior densidade de cal@dwidocal. O estudo de saques em
condicdes nas quais as quantidades de coloniagdaisgs sejam iguais deve fornecer
informacdes mais precisas a respeito da escolhagpedeiros erh. limao.

Sendo assim, embora alguns estudos sobre o commenttia cleptoparasita em
abelhas sem ferrdo ja tenham sido realizados, fagnacdes ainda sdo imprecisas,
escassas e com lacunas, deixando, assim, impartaadpectos ecoldgicos e
comportamentais dessas abelhas necessitando deam@tiae robusta. O presente
trabalho teve, portanto, o objetivo de investigape&tos ainda desconhecidos do
cleptoparasitismo er. limao. Assim, as analises se dividiram em duas verteuotas,

eco-quimica e outra comportamental.



A primeira delas se concentrou em analisar aspatdocomunicacdo quimica
dessa espécie. Para tanto, as glandulas mandibwdatabiais das operarias foram
dissecadas e tiveram seu contetdo analisado. Adagertente avaliou a existéncia de
escolha da colénia hospedeira pelas operarids. imao. O trabalho discute, ainda,
possiveis explicacdes para evolu¢cdo do comportanmaeptoparasita em abelhas sem
ferrdo. Por fim, é explicitada a necessidade de nova classificagdo dos diferentes

tipos de parasitismo existentes no grupo das atnelha



2. Materiais e Métodos
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2.1. Material biol6gico

Foram utilizadas trés col6nias Hestrimelitta limaocalém de coldnias de outras
trés espécies de abelhas sem ferrBlannotrigona testaceicornisTetragonisca
angustulae Frieseomelitta variaA primeira espécie é vitima conhecida dessa @spéc
cleptoparasita (Sakagami al, 1993), enquant®. angustulaapresenta forte resisténcia
aos seus ataques (Wittmann, 1985; Wittmenal, 1990) e, enf. varia, ndo existiam
registros de ataques. Todas as col6nias foram mtongdas em caixas de madeira

(20x20x12cm) apropriadas para observagao.

2.2. Andlises comportamentais
2.2.1. Local de estudo e aparato experimental

Os estudos foram realizados em uma casa de vegetag@ada no campus da
Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribdireto — USP. A casa de vegetacao
possui 6,4m x 9m (area = 57,8ne altura de 3,5m (Figura 1). A cobertura é dedilde
polietileno transparente com espessura de 150 snéces laterais fechadas com tela de
sombreamento (malha para 50%), ambos com tratanoemtoa raios ultravioleta. O
estudo em casas de vegetacdo se fez necessariceamae é fundamental na analise
da escolha da colénia hospedeira controlar qud@ies estardo disponiveis para o
atague das operarias dle limao o que € impossivel em ambientes abertos. A boa
adaptacdo das abelhas sem ferrdo a esses ambenitados ja foi demonstrada por
diversos estudos (Roselino, 2005; Samtoal, 2008; Roselinet al, 2009 e Santost
al., 2009). Além dos ninhos, foi colocada dentro deaade vegetacdo uma variedade de
plantas, como manjerica®@¢imum basilicuine o cosmos-amarel®idens sulphurea
para que as operarias das espécies ndo saqueglmessem forragear. Foram
colocados também alimentadores com xarope (50%,pdka fornecer uma fonte de

alimento adicional a estas espécies.
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Figural. Casa de vegetacdo onde os experimentas foealizados. a) Visao
externa; b) Viséo interna.

2.2.2. Testes dereferéncia por espécie hospedeira

Em cada teste, somente uma colonid démaofoi colocada dentro da casa de
vegetacdo com uma colénia de cada uma das outpécies F. varia, N.
testaceicornis T.angustulx As colénias hospedeiras utilizadas tinham,
aproximadamente, as mesmas dimensdes com relagimraidade de alimento e
individuos presentes nas colonias. As trés col@rapedeiras foram colocadas uma do
lado da outra, no lado oposto a colénid.démao, sendo que todas ficaram igualmente
distantes da colénia saqueadora (Figura 2). Durangéstudo, o comportamento das
operérias dé. limaodurante o ataque a col6nia hospedeira foi acomplanki@avés de
observagfes diretas, anotacbes de comportamentesifes bem como o registro
com camera fotogréfica. Além disso, foi avaliadguantidade de ataques em cada
colénia hospedeira. Dado que o objetivo princigal Vferificar a escolha por uma
determinada espécie, sempre que ocorria um atagueolonias experimentais, bem

como as posi¢des dos ninhos, eram alteradas. dgplalessa forma, fatores como a
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posi¢cdo do ninho e a preferéncia por uma colén@géada na analise da escolha da

n

colonia hospedeira.

5M

v
u n
1M 1M

Figura 2. Esquema indicando a posicéo das colgraasasa de vegetacdo. L —
Colbnia del. limao; A, B e C — Colbnias hospedeiras.
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2.3. Andlises eco-quimicas
2.3.1. Andlises quimicas dos compostos presenteglaadulas cefalicas de L. limao

Os compostos presentes nas glandulas mandibulalivarscefalica foram
identificados por meio da analise dos extratos putessas glandulas. O papel dos
compostos presentes na glandula mandibular ducaataque foi avaliado através da
realizacdo de bio-ensaios com as espécies hospedeir

Para a preparacdo dos extratos das glandulas méardébsalivar cefélica das
operarias de.. limao foi utilizada a metodologia proposta por Stangerl. (2009).
Seguindo essa metodologia, os individuos foram eladgs a -8 °C e as glandulas
foram cuidadosamente dissecadas em agua destada.conseguir os extratos puros
de uma unica glandula, todos os outros tecidosrfammovidos. Foram analisadas
vinte glandulas de cada tipo de operarias de chiésias diferentes.

As glandulas labiais foram dissecadas e analisatases do método de injecédo
sélida (Morgan, 1990). As glandulas foram inseridasum pequeno e fino capilar de
vidro com uma das extremidades selada por aquetdm&pos a insercao da glandula,
a outra extremidade do capilar foi igualmente selemim fogo. Em seguida, a amostra
foi aquecida no interior do cromatografo por 2 nisua uma temperatura de 150 °C.
Os capilares foram, entdo, quebrados e os composiieis analisados pelo
cromatografo. Foi inserida apenas uma glandulacppilar e apenas um capilar foi
introduzido no GC-MS por vez. As glandulas mandibes foram dissecadas e os seus
compostos foram extraidos em@dle hexano. Na preparacao dos extratos glandulares
uma unica glandula foi utilizada para cada amodissim, foram analisadas vinte
amostras de cada tipo de glandula, de duas col@ri@sntes dé&. limao.Algumas das
amostras analisadas saturaram a coluna cromatmygfpor isso, ndo foram utilizadas

para a analise quantitativa.
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Além dos extratos glandulares, foram realizaddsats da cabeca através da
maceracdo de uma cabeca de operaria. diemao em 500ul de hexano, trés amostras
deste extrato foram analisadas. Estes extratoficosfdoram preparados para analisar
as propor¢cfes dos isbmeros do citral presente mecaadas operarias. Dado que este
composto estd presente em grande concentracdo begacaesses individuos, foi
necessario utilizar extratos cefélicos bastantéidblk para evitar a saturacdo da coluna
do cromatégrafo. Além disso, foram analisadas am®slte citral sintético adquirido da
empresa Sigma-Aldrich. Nessas andlises, foramzaditis 20ul de citral sintético
diluidos em 1 ml de hexano.

Ainda, a cera depositada pelas operéariag.démao nas colonias hospedeiras
durante o saque foi coletada e também foi analisata objetivo de investigar a
presenca dos compostos cefalicos neste materialpétjueno pedaco dessa cera foi
colocado em 0,5mL de hexano e o extrato resulfantenalisado em um sistema de

GC-MS, do mesmo modo que as amostras anteriores.

2.3.3. Andlises quimicas

Para a quantificacdo e identificacdo das substimgpidmicas das glandulas
labiais e mandibulares, os extratos foram preparadaoforme descrito acimayl2do
resultado da extracdo com hexano foram analisatiosne sistema de Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas SHIMADZdlelo GCMS-QP2010,
equipado com coluna capilar de silicone de 25mlie hémo gas carreador a 1 ml/min.
Posteriormente, os dados foram analisados paratearzacdo do espectro de massa. A
area sob os picos apontados pelo cromatografotif@ada para a quantificacdo dos
compostos encontrados, enquanto 0s espectros deasnabtidos pelo detector de
massas foram utilizados para a identificacdo dogostos representativos de cada pico

através de comparac¢des com compostos sintético8gzadomparacédo com bibliotecas
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especializadas (Wiley e Nist 2003) e dados daaliea. O protocolo de temperatura
utilizado foi: 60 a 320 °C em uma taxa de 6 °C imantido a 320 °C por 10 min.

Todas as analises foram feitas em mspldless

2.3.4. Avaliacéo do papel do citral presente nangida mandibular

Para avaliar o papel dos compostos presentes nduggdmandibular durante o
saque dd.. limaoforam realizados testes com as espécies hospedEirasgustula e
F. varia). Foram utilizados quatro grupos experimentais nadisas: extratos de uma
glandula mandibular, citral sintético em concerétca@quivalente a uma glandula
mandibular, extratos cefalicos (controle positive),hexano (controle negativo). A
quantificacdo da concentracéo de citral equivalanima glandula foi realizada atravées
da injecdo no GC-MS de concentracdes conhecida®mposto sintético e a area do
pico encontrada para essas concentracdes foi cadgaom a area do pico encontrada

nos extratos de uma unica glandula mandibular.

Esses compostos foram aplicados em uma pequena delalgoddo e
apresentados a alguns centimetros (cerca de 2aentthda das colonias hospedeiras
durante 3 minutos (Figura 3), foram utilizadosuR0de cada composto em uma
amostra. As respostas das espécies hospedeiragedasse periodo foram avaliadas e

classificadas da seguinte maneira:

- Agressaooperarias agridem a fonte do composto;

- Repelénciaoperarias se afastam da fonte do composto;

- Indiferenca:operarias ndo demostram nenhuma reacao ao congmstsentado.

As respostas foram gravadas e, posteriormentejsadat por uma pessoa

diferente daquela que realizou os experimentoango sabia quais amostras estavam
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sendo apresentadas. Evitando desse modo qualgoetetivies na analise das repostas.
Foram utilizadas trés coldnias de cada espécieé® repeticdes de cada grupo
experimental foram realizadas com cada colbnia. aiglises estatisticas foram

realizadas através do Fisher Exact’s Test50o).

Figura 3. llustracdo do bio-ensaio realizado cont@énias hospedeiras. Na foto,
algodao contendo o composto a ser reconhecido sgmmdseentado na entrada de uma
colonia deF. varia.

2.3.5. Avaliacdo da presenca dos compostos da glandalivar cefélica na cera

depositada pelas operérias de L. limao nas col6haspedeiras
2.3.6. Sintese dos ésteres presentes na glandivarseefalica

O seguinte procedimento geral foi utilizado pasirdese dos ésteres acetato de
hexadecila e acetato de 9-hexadecenila. Em um lbal&oagitacdo foram adicionados
10 mL de THF e DMAP (5mg, 0,316mmol). A mistura faidicionado

hexadecanol/hexadecenol (1 mmol) e esta foi resfrem banho de gelo picado. Foi
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adicionado, lentamente e sob agitacdo magnétiddrigmacético (103 uL, 1,1 mmol).

A mistura foi mantida sob agitacdo e aquecida £%6H banho-maria por 2 horas. Ao
término da reacdo foi adicionado 5 mL de soluci&orada de NaHCO3. A fase
organica foi separada, lavada com solucdo de NKQI0 mL), seca com MgSO4 e o

solvente removido sob rotaevaporacao.

2.3.7 Analise exploratéria das respostas olfatidas operarias de F. varia ao extrato

da cabeca de operérias de L. limao

Para identificar quais compostos cefélicos provodanfato uma resposta nas
abelhas hospedeiras e que, portanto, devem temalgapel na comunicacéo
interespecifica durante o ataque, foi realizada amdlise exploratéria das respostas
eletrofisiologicas das antenas de operariaf.daria a extratos cefalicos de operarias
de L. limao. Essas analises foram realizadas com auxilio de istens® de
cromatografia gasosa associado a um eletroantanadi@G- EAG). Nesse sistema, 0s
diferentes compostos presentes em uma amostra egigrados em uma coluna
cromatografica, no final da coluna existe um seg@ré&plit) que encaminha parte dos
compostos para o detector do cromatografo (FIDnEléon Detector) e a outra parte
para a antena do inseto montada sobre dois elstrddo contato dos compostos
detectaveis pela antena do inseto, um sinal e¥é#igproduzido, transportado pelos
eletrodos e amplificados para seu registro. Dess#oné possivel saber precisamente

guais compostos provocam respostas nas antenassduss.

Os extratos cefalicos utilizados na analise fordoidos através da maceracao
de 4 cabecas de operariaslddimao em 300uL de hexano e cinco repeticdes foram

realizadas. Em cada repeticédo foram utilizadagéas de operarias éevaria
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3. Resultados
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3.1. Aspectos comportamentais
3.1.1. Testes de preferéncia por espécie hospedeira
3.1.2. Adaptacédo aos estudos em casa de vegetacao.

O estudo dentro da casa de vegetacdo enfrentoujnicm, algumas
dificuldades. De maneira geral, as potenciais éspdmspedeirad\( testaceicornisT.
angustulae F. varia) se adaptaram rapidamente ao ambiente fechadtands as
flores e o alimentador. Ao contrario das coléniaspgedeiras, a colénia dle limao nao
se adaptou rapidamente a casa de vegetacdo. Neinrimés de experimento, as
operarias da col6nia de limao ficaram bastante inativas, sendo que poucos thada
saiam da colbnia para forragear e a entrada daiegb@rmanecia parcialmente fechada
durante todo o dia. Durante esse primeiro més an@oldelL. limao enfraqueceu
bastante e foi necessario fornecer alimento (patesi,e alimento larval dE. varia)
adicional a colbnia, este alimento foi colocadet@imente dentro da colonia.

Depois do primeiro més, no entanto, a atividadeddnia mudou. As operarias
comecaram a ficar mais ativas e o fluxo de indiegdentrando e saindo da col6nia
aumentou bastante em relacdo ao periodo anteriman® esse periodo de maior
atividade, foi possivel observar que grande paate aperarias que saiam da colonia
tentava sair da casa de vegetacdo. Nenhuma debastéovisitando flores. Apesar da
maior atividade, o primeiro ataque s6 ocorreu urs a@Eds o aumento da atividade do
ninho.

ApOs esse primeiro ataque outros saques acontecBlarantanto, apos certo
tempo, cerca de seis meses, a colonihestrimelitta limaoenfraqueceu, foi atacada
por formigas e morreu. Logo apés, uma segunda ieotliel. limaofoi colocada dentro
da casa de vegetacdo. Essa colbnia se adaptouapmiamente ao ambiente fechado
que a colbnia anterior e também realizou ataquegntanto, do mesmo modo que a

outra coldnia, apos cerca de dois meses enfraquestante. Essa colonia foi, entéo,
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retirada da casa de vegetacao para que pudesseupenar. Uma terceira colGnia foi
colocada e, do mesmo modo que a primeira, passwa ¢ um més com pouca
atividade de suas operarias. Depois disso, assino @ demais colbnias, realizou seu
primeiro saque. A terceira colbnia permaneceu & ¢k vegetacdo até o final dos
experimentos.

Os motivos que levaram ao enfraquecimento das paairas coldnias néo
puderam ser identificados com precisdo. No entaréo,provavel que esse
enfraquecimento tenha uma relacdo direta com arupigho dos saques que foi
realizada para preservar 0os ninhos hospedeiroson@partamento das operarias das
colénias dd.. limaodurante o enfraquecimento foi bastante semelhagalais casos.
Em um primeiro momento, a atividade de forrageissaga completamente, nenhuma
abelha saia do ninho e a entrada permanecia canmate fechada. Em seguida, a
rainha parava de ovipositar e as operarias cometavae alimentar do seu proprio
alimento larval. Por fim, a consequéncia dessa& skricomportamentos era a morte da

colonia.

3.1.3. Comportamento de saque de L. limao

As caracteristicas dos ataques em cada espéci@grardividi-los em trés tipos,
de acordo com a resposta das operarias da colospetieira. No primeiro tipo de
resposta as operarias da colonia atacada ndo reag@ssivamente. Ao invés disso,
elas consomem todo o alimento que conseguem, anarad@-0 NO Seu papo e, depois,
ficam paralisadas e agrupadas entre as célulagaldurante todo o saque (Figura 4).
Desse modo, as operarias cleptoparasitas ndo tmfrenenhuma resisténcia e
conseguem levar os recursos armazenados na cdlurante o saque, as operarias de

L. limaolevam pélen, mel, cerdmen e, principalmente, altmdarval. Além disso, as
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operérias saqueadoras também construiram uma @mtoadinho semelhante a sua na
entrada da colbnia atacada. Esse tipo de resppsté@gervado nas espéciesvaria e

N. testaceicornis.
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Figura 4. Foto de um ataque a uma coldnid-dearia, apontando operarias
dessa espécpmralisadas entre as células de cria durante uqnetiel. limao

O segundo tipo de resposta apresentada pelas leossedpresente erif.
angustula, corresponde a uma reacdo bastante agressiva @adriap da colbnia
saqueada. Essas operarias se defendem atacanelmeioie as operarias invasoras,
resultando em um grande ndmero de individuos mdeaembas as espécies, invasora e
hospedeira. Essa estratégia de defesa, no enta@doé suficiente para evitar todas
tentativas de saque. Nessas espécies 0s recutpesadas foram 0s mesmos que nas
outras espécies. Além disso, o atague angustulaoi o Unico que resultou na morte

da colénia hospedeira apos o término do ataque.
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Além dessas duas respostas, ha, ainda, uma teresipgsta possivel das
operérias da col6nia hospedeira, realizada pelécesp. varia. Embora essa espécie
nao reaja agressivamente aos ataquds mao, ela possui outra estratégia de defesa
de seus recursos, que consiste na deposi¢cao dkegrguantidades de resina na entrada
da coldnia, resultando na sua obstrucéo e impedirefdrada das operariaslddimao
(Figura 5). Nos ataques observados nos quais hessa deposicdo, as operarias

saqueadoras tentaram retirar a resina da entragan&o obtiveram sucesso.

Figura 5. Operérias de limaoretirando a resina depositada pelas operari&s de
varia na entrada do ninho durante uma tentativa de saque.

Além das respostas de cada espécie aos ataquabdallags saqueadoras, outras
informacdes relevantes puderam ser observadasesmpser muito Uteis para a analise
do comportamento cleptoparasita delimao. Foi observado, por exemplo, que as
operarias invasoras sempre depositavam cerumenldrdahospedeira (Figura 6). Este
cerumen foi coletado e colocado em uma placa d® with metro ao lado da colénia
atacada, esta colbnia, por sua vez, foi retiradsudgposicao original e levada para um

lugar distante, para avaliar o efeito que o cerlise@liado tinha sobre as operarias.de
23



limao. Foi possivel observar que as operérias invasorasnféortemente atraidas por
esse material, sendo que grande parte dos indwigue estavam na regido da colbénia
atacada voaram até o local onde a cera foi colo¢adabservado também que o pdélen
saqueado de algumas col6nias foi transportado at#6aia delL. limao na corbicula
das operérias (Figura 7). Outro dado importanteeériio foi possivel sentir o cheiro de
liméo caracteristico dessa espécie nem no inielm, mo final do saque, como descrito
por outros autores, embora em algumas ocasifeschsg® pudesse ser percebido

durante o ataque.

Figura 6. Colonia d€. variadurante o ataque de limaa Seta
indicando cerumen depositado pelas operariads timaona
colonia hospedeira.
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Figura 7. Operarias de limaotransportando pdlen devariana
corbicula durante o saque.

3.1.4. Resultados de escolha por espécie hospedeira

Apés a superacdo das dificuldades iniciais, osuata@s colonias hospedeiras
comecaram a acontecer com maior frequéncia. Qutampes foram realizados pelas
coldénias delLestrimelitta limaodurante o periodo de estudBsses saques foram
distribuidos da seguinte maneira entre as espécspgedeirasN. testaceicornis7
ataques (46,66%)F. varia, 5 ataques (33,33%); €. angustula,3 ataques (20%)

(Tabela 1).

Tabela 1. Total de ataques ldelimao realizados nas espécies hospedeiras com e seBsgucCe
durante o periodo de estudo. Em parénteses pogeemido total de ataques.

Espécies Saques com
Hospedeiras sucesso Saques sem sucesso Total
T. angustula 2 1 3 (20%)
N. testaceicornis 7 - 6 (46,66%)
F. varia 2 3 5(33,33%)
Total 11 4 15
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Outro dado obtido diz respeito ao sucesso dos esarpalizado pok. limao.
Foi possivel observar que nem todas tentativasglees foram bem sucedidas. Foram
considerados ataques mal sucedidos aqueles nos goe grande quantidade de
individuos deL. limao tentou invadir uma colénia hospedeira sem conseguir
entanto, entrar nessa colonia e levar qualquerrsecarmazenado nela. Foram duas
espécies gue conseguiram evitar 0s sagbesjaria e T. angustula. Como dito
anteriormente, cada uma delas utilizou diferenstmtgias de defesa da coldnia. A
taxa de ataques mal sucedidos foi de 33,33%Terangustulae 60% emF. varia

(Tabela 1).

3.2. Aspectos eco-quimicos

3.2.1. Anadlise quimica dos compostos presenteslaradga mandibular e salivar

cefalica
3.2.1.1. Glandula Mandibular

Foram encontrados em concentracfes suficientes sEmam detectados e
identificados apenas dois compostos na glandulalimalar: o citral (neral e geranial) e
um hidrocarboneto, o 9-nonacoseno (Tabela 2; Fi@)raO composto em maior
concentracdo € o citral, correspondendo a cer@%edo conteludo total da glandula
(Tabela 2). Além disso, os isdmeros do citral, hekpéndice Espectro 1] e geranial
[Espectro 2], estdo presentes na glandula mandikbuataconcentracfes diferentes, em

uma proporcao de 19:1, sendo o geranial o compoajoritario (Tabela 3; Figura 8).
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Tabela 2. Concentragdes relativas dos compostesnes na glandula
mandibular dé.. limao.

Col6nia A Col6nia B
(n=6) (n=7)
Pic Tempo 9e Composto Média+ DP Média + DP
Retencao
1 10,43 Neral 568 + 0,83 6,14 + 0,86
2 10,76 Geranial 89,93 + 3,14 82,15 = 4,21
3 34,75 9-Nonacoseno 6,04 + 3,69 11,71 + 4,31
2
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Figura 8. Cromatograma do extrato da glandula ibatat de uma operaria de
limao. Os numeros dos picos e 0s compostos corresp@sdeisada pico estdo
descritos na Tabela 2.

Tabela 3. Concentrac@es relativas dos isbmero#rdf) aeral e geranial, no composto
sintético e naquele presente na cabeca das opgedétialimaa.

Concentragao
Amostra Neral Geranial
Cabeca 1l 5,52 94,48
Cabeca 2 4,16 95,84
Cabeca 3 4,2 95,8
Sintético 46,39 53,61
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Figura 9. Cromatogramas mostrando a comparacéae ertitral sintético (b) e aqueje
presente na glandula mandibular de uma operéria.denao (a). 1 — Neral; 2
Geranial

3.2.1.2. Glandula salivar cefélica

Na glandula salivar cefalica foram encontrados @8mostos com concentracdo
suficiente para serem detectados via cromatogrghaosa e identificados via
espectrometria de massas (Tabela 4; Figura 10}r®ags substancias encontradas estéao
presentes ésteres, alcoois, aldeidos e acidosxélizbs. Os compostos majoritarios séo
0s ésteres acetato de 9-hexadecenila [Espectma]etato de hexadecila [Espectro 4],
esses dois compostos juntos representam 95% deatodacentracdo dos compostos

encontrados no extrato da glandula salivar ceféliehela 4).
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Figura 10. Cromatograma do extrato da glandulalale uma operéria de limao. Os nimeros
dos picos e os compostos correspondentes a cadagtéio descritos na Tabela 4.
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Tabela 4Concentracdes relativas dos compostos presentgéndula salivar cefalica (n=7) de
L. limao; Md: média; DP: desvio padraibacos compostos presentes somente em algumas

amostras e em pequena concentra(;éo.

o
O 00 N O U1 B WIN - o

N NN NNNNNRRRRRRRR R R
N OO Ul WN R O WOWNO UM WNIRO

N
oo

Tempo de
Retencdo
3,50
15,50
16,00
16,23
19,90
20,20
20,50
20,64
20,87
21,70
22,20
22,89
23,60
24,00
24,42
24,70
24,90
25,90
26,20
26,40
27,49
37,82
38,00
38,18
40,00
40,12
40,21

41,8-42,0

Composto

Heptanal (produto de oxidagdo do pico 12)
Hexadecenol

Hexadecanol

Acetoxynonanal (produto de oxidagdo do pico 12)
Acetato de tetradecenila

Acetato de tetradecila

Hexadecenal

Acetato de Farnesila

Hexadecenal

Hexadecenoato de metila

Hexadecanoato de metila

Hexadecenoato de etila

Acetato de 9-hexadecenila

Acetato de hexadecila

N3ao identificado

Acetato de heptadecenila

Octadecenoato de metila

Butirato de hexadecenila

Acetato de Octadecenila

Acetato de Octadecila

Geranil geranil acetato

N3o identificado (2)

N3o identificado (3)

N3o identificado (4)

Hexadecenoato de hexadecenila
Hexadecanoato de hexadecenila
Hexadecanoato de hexadecila
Hexadecanoato de hexadecenila, Hexadecanoato de

octadecenila, Octadecanoato de hexadecenila,
Octadecanoato de octadecenila

Md *

tragos
tragos
tragos
tragos
tragos

0,34 + 0,14

tragos
tragos

1,40 + 1,17

tragos
tragos

0,71 + 0,61

68,60 + 9,44
24,82 +

tragos
tragos
tragos

0,59 + 0,19

0,86 + 0,10
tragos
tragos
tragos
tragos
tragos

4,59 + 2,33

tragos
tragos

tragos

8,34



3.2.2. Andlise de extratos cefalicos brutos

Na analise do extrato diluido da cabeca inteiroplrarias de.. limao foram
encontrados apenas quatro compostos, sendo quenposto encontrado em maior
concentracao foi o citral (neral e geranial), cgpendendo a aproximadamente 95% do

total de compostos encontrados no extrato da cdlbabala 5).

Tabela 5. Concentragdes relativas dos compostasmgados em extratos diluidos
da cabeca de operariaslddimao.Md, média; DP, desvio padrao.

Concentragao
Tempo de Ret. Composto Cabecal Cabeca2 Cabeca3 Md * DP
16.185 Neral 5,02 4,08 4,12 44 + 0,5
17.635 Geranial 86,43 87,45 90,4 88,1 + 2,1
Acetato de 9-9-
35.897 hexadecenila 3,44 0,67 1,99 20 + 14
36.058 Acetato de hexadecila 1,61 - 0,77 1,2 £+ 0,6
41.664 Heptacoseno 3,5 6,94 2,71 4,4 + 2,2
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3.2.3 Avaliacéo do papel do citral presente na dlda mandibular

A Unica resposta das espécies hospedeiras analifadie agressao a fonte do
composto testado. Alguns compostos ndo provocaesposta alguma e nenhuma
repeléncia aos compostos utilizados foi observada

As respostas obtidas dos diferentes grupos expeataisecitral sintético, extrato
da glandula mandibular, extrato cefalico e conjrétgam diferentes para as duas
espécies analisadaB. (varia e T. angustula Em F.varia foram observadas respostas
agressivas em todos os grupos experimentais, sardos frequente apenas no grupo
controle (Figura 11). Nesta espécie, ndo foramrghdas diferencas significativas nas
respostas entre 0s grupos citral sintético, exttatglandula mandibular (GM) e extrato
cefalico (GMversusExtrato Cefalico, Fisher’s exact, n = 9, p = O(5(Xtrato cefalico
versus Citral Sintético, Fisher’'s exact, n = 9, p = 08000 controle ndo €
significativamente distinto do citral sintético e extrato da glandula mandibular (GM
versusControle, Fisher’s exact, n = 9, p = 0,0656; CuoatversusCitral Sintético,
Fisher’s exact, n = 9, p = 0,0656), mas ¢é sigrifiaenente diferente do extrato cefalico
(ControleversusExtrato Cefalico, Fisher’s exact, n = 9, p = 0014EmT. angustula,
foram observadas respostas agressivas com umeaémagugrande em apenas dois
grupos, extrato da glandula mandibular e extratf@lice; somente uma amostra
respondeu agressivamente ao citral sintético (kidul). Os dois primeiros grupos
possuiram um padrdo de resposta idéntico e secwiifi@ram significativamente do
controle (GM versusControle, Fisher’s exact, n = 9, p = 0,0147; Quetversus
Extrato Cefélico, Fisher’s exact, n = 9, p = 0,Q1é7citral sintético embora ndo esteja
separado significativamente desses dois grupossupatiferencas importantes em
relacdo a esses e estd muito mais proximo ao gecoptrole (GM versus Citral
Sintético, Fisher’s exact, n = 9, p = 0,0656; CGuatversusCitral Sintético, Fisher’s

exact, n =9, p = 0,5000).
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Figura 11. Proporcéo de respostas agressivas @aérigg de-. varia e T. angustulaaos
diferentes grupos experimentais: CS - citral sicétGM — extrato da glandula mandibul
EC — extrato da cabeca e Contrele<o,o5; °p<0,05.

3.2.5. Analise da cera depositada pelas operar@at.dimao nas coldnias hospedeiras

A analise da cera depositada pelas operariasL.ddéimao nas colénias
hospedeiras durante os ataques apresentou umaegiamisidade de compostos. A
comparacao desse material com os extratos dasuigdndefalicas ndo apresentou
nenhuma correspondéncia com as secrecdes das lgEntandibulares. No entanto, a
comparacao com o extrato dos ésteres acetato dddmba e acetato de 9-hexadecenila
sintéticos, que foram encontrados na glandulaaratigfalica dessas operarias, permitiu

identificar a presenca desses dois compostos ness#éFigura 12).
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Figura 12. Comparacao entre o extrato da cella mao depositada durante o ataque (&
0s ésteres presentes na glandula salivar cef&iagdrarias da mesma espécie sintetiz
em laboratorio; acetato de 9--hexadecenila (b)etatx de hexadecila (c). 1 — acetato d¢
hexadecenila; 2 - acetato de hexadecila
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3.2.6. Analise exploratdria das respostas olfatidas operarias de F. varia ao extrato

da cabeca de operérias de L.limao

Os primeiros testes com o uso do detector de @idde da antena (EAD, sigla

em inglés) apontou a viabilidade metodologica retados de detec¢cdo dos compostos

relacionados ao comportamento de saque nas alsdimferrdo. As analises feitas até

0 momento tiveram o cunho exploratorio e necessilanmepeticbes para as demai

S

espécies hospedeiras estudadas, bem como o usofdessnenta na exploracdo das
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respostas da prépria espécie parasita. Os tesibzad®ms com antenas de varia
apontaram a producdo de um impulso elétrico paradosy isbmeros do citral
(Geranial), para os ésteres descritos na glandalisas cefalica e ainda para o
hidrocarboneto 9-nonacoseno descrito para a glamaindibular dessas abelhas. As
respostas apresentadas a esses compostos forasterdas estando presentes em todas

as 5 repeticoes realizadas. (Figura 13).

FID
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Figura 13. Resposta eletrofisiolégica de antenak. daria expostas ao extrato cefalico
operarias dd.. limao. Linha superior, conjunto dos compostos quimiceteatados pel
detector de ionizacdo de chama (FID). Linha inferi@sposta elétrica detectada p
eletrodos ligados a extremidade das antenas (EADNeral; 2, Geranial; 3, Acetato de
hexadecenila; 4, Acetato de hexadecila; 5, 9-n@wmm R, respostas fisioldgicas que

repetiram em todas as cinco repeticées dessa@nalis
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4. Discussao
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4.1. Aspectos comportamentais
4.1.1. Uma abordagem econdémica do comportamenpbogarasita

As respostas relacionadas ao comportamento alimeefatoparasita podem ser
analisadas sob uma perspectiva econdmica. Segurelus K& Davies (1996), cada
comportamento pode ser observado como tendo cestneficios associados e os
animais que maximizaram o0s beneficios liquidos ever sido selecionados
positivamente. Sendo assim, o entendimento da @olude um comportamento
alimentar esté diretamente relacionado a avalidg&acustos e beneficios associados a
esse comportamento. Os beneficios podem ser addsuktribuindo um determinado
valor (V) para o recurso a ser forrageado, que tellacdo direta com todo ganho
energético resultante do forrageio. O custo (C), gwa vez, pode ser calculado
atribuindo-se um custo ao forrageio e esta relacioras perdas inerentes a qualquer
estratégia alimentar, como 0 gasto energético dsloceEmento para as fontes
alimentares e o risco de predacédo, por exemploud@sso de determinada estratégia
alimentar pode ser medido por varias maneiras, ® igalui uma analise de sua
eficiéncia (V/C) e de seu beneficio liquido (V-Rolbik, 1989).

E importante ressaltar que a anélise do sucesgoalguer comportamento deve
ser realizada sob uma perspectiva do aumento do adhptativo proporcionado por
ele, ou seja, deve ser analisado considerando @rdangerado na capacidade de
sobrevivéncia e reproducdo dos organismos que @ossgse comportamento. Assim,
dentro desta abordagem, considera-se que um aurdent@lor adaptativo de um
individuo esta relacionado diretamente com uma mag&cdo dos ganhos e
minimizacdo dos custos proporcionados por umarmétada estratégia alimentar.

No presente trabalho, essa abordagem sera utilizadaterpretacdo dos dados
relativos a escolha da colonia hospedeira e nausk8o sobre a evolucdo do

comportamento cleptoparasita em abelhas em ferréao.
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4.1.2. Escolha da colbnia hospedeira

Apesar de enfrentar algumas dificuldades, os estddatro da casa vegetagcao
produziram resultados interessantes. Os resultadbdos mostram a utilidade das
casas de vegetacdo para a realizacao de testegdigest-oi possivel caracterizar com
clareza a respostas de cada espécie hospedemtagass dé. limao.A analise desses
comportamentos permitiu a identificacdo de trépasi®s possiveis aos saques, uma
passiva . testaceicornise outras duas defensivas, sendo uma agreSsiagustula
e outra ndo agressiv&.(varia). A primeira resposta caracteriza-se pela auséteia
agressao as operarias invasoras e pela paralidagsaperarias hospedeiras até o fim do
atague. A segunda corresponde a uma defesa agreaB@mveés do ataque das
hospedeiras as operarias saqueadoras. O terqairalei resposta € caracterizado por
uma resposta nao agressiva, mas de defesa pangiastta entrada da colbnia.

Ha ainda outro dado bastante relevante, referetdradde sucesso dos ataques.
Foi observado que nem todos 0s saques sao benidas;eglidenciando que a defesa
da espécie hospedeira pode ser eficaz para ewitaatague, 0 que representa um alto
custo para as operarias Helimao. Duas espécies conseguiram evitar os sadgtles,
varia e T. angustula(conseguiram evitar 60% e 33,33% dos ataqugsgcdgamente)
Esses dados, quando relacionados com os dadosabagsmostram que as espécies
que se defendem séo atacadas com uma frequénaia (habela 1).

A abordagem econbmica pode ser muito Util paranelete os resultados
encontrados. Conforme dito anteriormente, deversitler selecionados os animais que
realizaram comportamentos que maximizaram seudibeseliquidos (BL). No caso
das abelhas cleptoparasitas é necessario analisdacao entre os custos e beneficios
do saque em cada espécie hospedeira. Assim, &glassérir qual espécie hospedeira

oferece os maiores beneficios liquidos (BL = V-C).
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No caso das abelhas que visitam flores, o valarmdeecurso pode ser definido
em termos de concentracdo e quantidade de néptaere presente em cada flor, bem
como através da distribuicdo espacial desse refLestie et al, 1974). Quando uma
colénia de abelhas sem ferrdo é analisada sob eEsFB0S parametros, nota-se o0 seu
alto valor como recurso alimentar. Em uma coléosatecursos estdo concentrados néo
s6 espacialmente, uma vez que o pélen e o néctadries plantas dispersas pelo
ambiente estdo concentrados nos potes de alimert®,também temporalmente, ja
que, provavelmente, os recursos das flores desvastacoes diferentes também estéo
armazenados ali. Além disso, alguns alimentos desftis ninhos possuem um valor
agregado, resultado do trabalho aplicado neless pgdararias, como o mel, formado
através desidratacdo do néctar. Ha, também, unermdondentro da colénia com um
valor nutricional muito grande: o alimento larveéndo esse a mistura de mel, polen e
secrecdes glandulares. Ainda, existem outros resutentro da colonia que possuem
um alto valor, como a resina e 0s materiais detnog@ de ninho, que também séao
saqueados pelas operariasL.déimao. Assim, uma colénia de abelha sem ferrdo é uma
fonte de recurso com um valor altissimo quando evata a flores.

No entanto, a0 mesmo tempo em que possui um retouito alto, a utilizacao
de coldnias como recurso alimentar possui tambéncusto elevado, uma vez que as
abelhas sem ferrdo possuem diversas maneiras dsadebs seus recursos, como a
agressao através de mordidas e deposicdo de reeimsa possiveis invasores
(Michener, 1974). Essas abelhas possuem, tambéwgnmmos para diferenciar os
companheiros de ninho dos outros individuos (Netbes.,2008). Desse modo, invadir
uma colonia de abelhas sem ferrdo ndo € uma tielae possui um risco muito
grande associado. Os custos dessa estratégia @imeodem ser medidos,
principalmente, pela resposta das colénias hospedaos ataques, sendo que coldnias

que oferecem resisténcia possuem custos maioregielaquelas que ndo oferecem
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resisténcia. A existéncia de ataques fracassadoere de individuos, por exemplo,
indicam um alto custo atrelado ao comportamentsadee.

Dado que no experimento de escolha realizado foutiizadas colbnias
hospedeiras que possuiam, de maneira geral, o masmamho e a mesma quantidade
de alimento, pode-se assumir que, do ponto de dstaalor do recurso, todas as
colonias hospedeiras eram aproximadamente igU&isstaceicornis: VT. angustula= VF.varia).
Embora seja dificil estimar com precisdo o vala daldénias hospedeiras, o importante
€ perceber que a diferenca maior entre elas seia#®q as variaveis relacionadas ao
custo do saque em cada uma séo analisadas.

De acordo com os dados obtidos, trés valores descpsdem ser considerados.
O primeiro esta relacionado com o comportamentadefesa deT. angustula(Cr.
angustuld €SSe comportamento resulta em um custo elevadeapaabelhas saqueadoras,
uma vez que varios individuos sdo mortos nos asagiém de ser uma estratégia de
defesa eficiente para evitar algumas tentativasadgie. O outro valor de custo esta
associado a defesa Be varia (Cr. varia), embora essa espécie nao reaja agressivamente
aos ataques, ela possui uma eficiente estratégidefdsa i(e. fechar a entrada da
colénia com resina), que também resulta em saquéssacedidos. Desse modo, o
atague a essa espécie, apesar de nao ter um @osttevado como ef. angustula
possui um custo maior que el testaceicornig(Cn. testaceicomi}, CUjOS CUStOS S&o0
minimos, dado que as operarias dessa espécieagenregressivamente e 0s ataques a
ela sempre sdo bem sucedidos. Assim, é possivelaafqueCrT. angustula> CF. varia> CN.
testaceicomis€ que, portanto, o ataqudNatestaceicornipossui 0 maior beneficio liquido,
seguido dd-. varia e, por ultimo,T. angustulalsso possui uma relacéo direta com os
dados de escolha obtidos. Estes dados indicam uemarnfrequéncia de atagues a
espécie que oferece custos mais elevadosaifgustula =20% dos ataques) e uma

maior frequéncia de ataques as espécies que respgoassivamente aos ataques (
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varia e N. testaceicornis As duas espécies que respondem desta maneicaasof
juntas, 80% dos ataques realizados.

A evidéncia de que existe algum tipo de preferédeia colbnias hospedeiras
sugere que as abelhas saqueadoras consigam avalddnia a ser pilhada antes de
iniciar um ataque. Portanto, as operariak.demaodevem utilizar algum sinal presente
nas colénias hospedeiras que permita identificABasfato, em algumas ocasides, um
dia antes da ocorréncia dos ataques, foi possiveingrar alguns individuos mortos na
frente das colbnias que viriam a ser atacadas, eo ppae indicar a existéncia de
escoteiras nessa espécie, que avaliariam as celénias de um ataque acontecer. No
entanto, isso ndo péde ser confirmado pelas obg@saealizadas. A investigacdo da
existéncia desses sinais pode ser um objeto istaresde estudos futuros. Além disso,
0 mecanismo de tomada de deciséo realizada pedtfsaalrieptoparasitas, utilizado na

escolha da col6nia hospedeira também é um camiilgiia investigacdes futuras.

4.1.3. Novas informacdes sobre o cleptoparasitismd.. limao

Os ataques realizados seguiram as caracteristéicagegcritas na literatura
(Sakagamiet al, 1993), com as operarias saqueando mel, poleameer e alimento
larval. No entanto, no experimento realizado fo@tidas informacdes novas, como a
descricdo dos ataques émVaria, visto que ndo havia na literatura nenhum regiséro
saque a essa espécie.

Um dado importante sobre o comportamento das opsréiospedeiras € a
paralisacédo dos individuos &e varia e N. testaceicornslurante os ataques (Figura 4).
Quando estdo sendo saqueadas, essas duas espgsigsTpum comportamento muito
semelhante, no qual todos os individuos permanquaiados e agrupados entre as
células de cria. Além disso, antes de ficarem cetapiente paradas, as operarias

consomem 0 que conseguem dos potes de mel, fiaarmdoos seus papos cheios de
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alimento. A semelhanca deste comportamento nas eBmécies distintas sugere que
exista um mesmo sinal, proveniente das saqueadquasp desencadeie. E possivel,
entdo, que exista algum composto liberado pelasaops delL. limao que provoque
essa reacdo nas operarias hospedeiras. Os resutatiios nos bio-ensaios realizados,
nao permitiram identificar esse sinal quimico. Esgdados mostraram apenas que se
existe algum composto responsavel por desencadese eomportamento,
provavelmente ndo € o citral presente na glandukndibular das operarias
saqueadoras, visto que esse composto resultouressag pelas operariasFevaria e
nao recuo das mesmas quando apresentado na ed&ramtddnia. Para identificar a
existéncia desse sinal, sdo necessarios estuda®dugue avaliem a resposta das
hospedeiras ao contetdo das outras glandulas easaé.. limao.

Outro interessante dado obtido esta relacionadcea@amen depositado pelas
operariasL. limao na col6nia hospedeira (Figura 6). A deposicadoedestimen esta
amplamente descrita na literatura (Sakageatmal, 1993, Sakagami & Laroca, 1963;
Nogueira Neto, 1970), no entanto, até 0 momenttumaa funcéo tinha sido atribuida
a este material. Foi possivel observar que estemasT provocou uma forte atracdo das
operarias invasoras quando colocado em uma placadde ao lado do local onde
estava a colbnia atacada. Desse modo, este matevialpossuir uma funcéo chave no
recrutamento das operarias saqueadoras até oatiatedo.

Outra observacao dos ataques realizados chamanteaatencéo. Foi possivel
observar que as operariaslddimao transportavam o poélen sagueado da colénig.de
varia na corbicula (Figura 7). Varios autores descreveans&ncia de corbicula nessa
espécie (Sakagami & Laroca, 1963; Michener, 19&kagamiet al. 1993), sendo essa
considerada, inclusive, uma caracteristica morfotdgelacionada ao comportamento
cleptoparasita dessa espécie. No entanto, os dablidos no presente trabalho

evidenciam que apesar dessa estrutura possuir inagdiés nessa espécie, ela esta
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presente e é funcional no transporte de podlen. Bbservacdo € extremamente
importante, visto que este é o primeiro registroutibizacdo dessa estrutura para o

transporte de pélen nessa espécie.
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4.2. Aspectos eco-quimicos
4.2.1. Perfil dos compostos presentes nas glandntslibular e salivar cefalica

Os resultados obtidos através da analise quimisaedtratos das glandulas
salivar cefalica e mandibular permitiram identificea quantificar os compostos
presentes em cada glandula e, portanto, determioagem dos compostos encontrados
na cabeca das operariaslddimaa E possivel perceber que a glandula salivar cafali
apresenta uma riqueza de compostos muito maiordquemmparada com a glandula
mandibular, sendo que esta apresenta somenteabectir9-nonacoseno. A presenca do
9-nonacoseno na amostra pode ser resultado devdoat@io dos compostos presentes
na cuticula, uma vez que este hidrocarboneto estme em grande concentracdo na
cuticula deL. limao (Nuneset al, 2008). No entanto, se a amostra tivesse sidatde f
contaminada, seria possivel encontrar outros hadbometos que também estdo
presentes em grande concentracdo na cuticula essdaie (Nunest al, 2008), o que
nao aconteceu. A analise das duas glandulas penaéntificar também que além do
citral, outros dois compostos também estéo presemiegrande concentracdo na cabeca
das operérias, os ésteres acetato de 9-hexadeeemdletato de hexadecila compostos
principais da glandula salivar cefalica. Emboraesssompostos ja tenham sido
descritos em outras analises (Franekal, 2000), é a primeira vez que a sua origem
glandular é determinada.

Os resultados das analises quimicas, quantitatinemktativa, realizadas com os
extratos das glandulas da cabecalLddimao diferem bastante daqueles obtidos por
outras analises dos compostos da cabeca destaee@piéien, 1970; Wittmanret al,
1990; Franckeet al, 2000). Foram encontrados 24 compostos que nao dsscritos
nos trabalhos anteriores (Blum, 1970; Wittmagtnal, 1990). Além disso, alguns
compostos descritos em outros trabalhos, comogpemplo, o composto 6 metil-5-

hepten-2-ona, descrito por Wittmann (1990) comorincjpal composto, ao lado do
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citral, responsavel pela resposta agressiva prooemTetragonisca angustulayao

foi encontrado em nenhuma das duas glandulas adasisSendo assim, € possivel que
este e 0s outros compostos identificados em trabadinteriores estejam na glandula
hipofaringeana ou na glandula intramandibular, @sas duas glandulas presentes na
cabeca das operérias que ndo foram investigadggesente estudo (Cruz-Landim,
2009). Este resultado sugere a necessidade de mdtiaeados compostos presentes
nessas glandulas para que seja possivel comprematteor a origem dos compostos
utilizados pelas operarias telimao.

A diferenca na qualidade das informacdes forneqiddes analises dos extratos
puros das glandulas mandibulares e salivar cefajigando comparada ao extrato da
cabeca inteira, fica bem evidente pelos resultatiidos no presente trabalho. Somente
cinco compostos foram encontrados na analise datexda cabeca inteira das operarias
de L. limao (Tabela 5), numero bem inferior em relacdo a dqdadeé de compostos
presentes na glandula salivar cefalica e mandilflibelas 2 e 4).

Isso ocorre porque a analise cromatografica gera rasultado com as
concentracdes relativas dos compostos presentextratoeda cabeca. Desse modo,
concentracbes muitas altas de um determinado campeessultam em picos,
proporcionalmente, mais baixos para os demais cstopoNo caso do extrato da
cabeca del. limao, o citral estd presente em uma concentracdo naléeada, e,
portanto, todos os demais compostos aparecem @m® PiUito baixos, ou nem mesmo
aparecem, nos resultados das analises cromat@galesse extrato. Sendo assim, a
analise de cada glandula, separadamente, permiiiurasposta mais precisa sobre os
compostos presentes na cabech.dienao.

Outro resultado que merece destaque é a propoasidssdmeros do citral na
glandula mandibular dessas abelhas. De acordo satadns obtidos, a propor¢cdo dos

isdmeros geranial e neral no citral sintético éagemximadamente 1:1 e no citral da
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glandula mandibular essa propor¢cdo € de 19:1. ¢estorna importante dado que
diferentes propor¢cdes de isbmeros podem influemoidto na resposta a determinado
composto, podendo, inclusive, inibir a respostase eomposto (Morgan, 2004). O que,

de fato, p6de ser observado nos bio-ensaios rdalza

4.2.2. Papel biologico dos ésteres presentes nedgilad salivar cefalica

Os compostos encontrados nas duas glandulas smedisam muito agueles
encontrados er®eotrigona mombucéStangleret al, 2009). Nesta espécie, a glandula
mandibular também possui somente dois compostosnanal e o citral, sendo este
altimo o composto majoritario, enquanto todos osasucompostos estdo presentes na
glandula salivar cefalica, sendo o principal compodesta glandula um éster, o
butanoato de farnesila (Stangétral, 2009)

Stangleret al. (2009) demonstraram, através de bio-ensaios, guésteres
presentes na glandula salivar cefalica@emombucaém um importante papel na
formacdao de trilhas quimicas, que sdo muito impéetsano recrutamento de forrageiras
para fontes de alimento. Esse mesmo papel dosgdder glandula salivar cefalica
também foi demonstrado para as espétiggpna recursgJarauet al, 2006) eTrigona
spinipes(Schorkopfet al, 2007), sendo os ésteres decanoato de hexileapoatd de
octila, respectivamente, os compostos principassgh@ndulas salivares cefalicas nestas
espécies. Todos esses ésteres encontrados negpsEseEsassim como aqueles
encontrados em. limao,possuem entre 16 e 19 atomos de carbono.

Além da semelhanca dos ésteres encontrados nas esféecies estudadas com
aqueles encontrados na glandula salivar cefalica..démao a presenca desses
compostos na cera depositada pelas operarias dggéaie nas colonias hospedeiras,
somada as observacdes comportamentais que indicenfarte atracdo das operarias

por essa cera, sugere fortemente que tais compostiesn ser usados por operarias de
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L. limaona indicacédo do local da fonte de alimento, nease, a col6nia que esta sendo
atacada. Além disso, a andlise das respostas valatilas abelhas hospedeiras
evidenciou que esses compostos provocam respogtagamenas destas abelhas, de
modo que os ésteres da glandula salivar ceféligandger também algum papel na
comunicacao interespecifica durante os ataques.

Portanto, os ésteres acetato de 9-hexadecenikta@de hexadecila, podem ter
um papel muito importante durante o ataque dedsabas. E importante ressaltar, no
entanto, que sdo necessarios bio-ensaios com gsostos isolados para que se possa
determinar com precisao a funcao desses compastoslicacéo da fonte do alimento e
na comunicacdo interespecifica durante os atagdesse modo, esses cOompostos
devem ser alvos importantes para investigacfesafuue visem compreender melhor

a comunicacao quimica do recrutamentoLefimac.

4.2.2. Papel biolégico do citral

Os resultados obtidos, decorrentes do bio-ensabzado com extratos da
glandula mandibular, trouxeram novas e importaimtEgmacoes a respeito da funcéo
do citral. Todos os estudos realizados até 0 masrgerem que o citral de limao
ou possui uma funcéo repelente sobre as abelhadata(Wittmann, 1985; Wittmaat
al.., 1990; van Zwederet al., 2011) ou atua atrapalhando a comunicacdo e, por
consequéncia, prejudicando a capacidade de defssabelhas atacadas (Blum, 1970;
Pompeu & Silveira, 2005). No entanto, estes traisalle basearam em bio-ensaios nos
quais foi utilizado apenas citral sintético (Witima 1990; Pompeu & Silveira, 2005;
Blum, 1970; van Zwedeat al., 2011). Wittmann (1990) e van Zwedenal. (2011)
descrevem uma reacao fieangustulaao citral sintético muito menos intensa quando
comparada a reacdo observada como resposta a gaedenndividuos dé. limao.

Pompeu & Silveira (2005) e Blum (1970), por sua,wzscrevem uma sensibilidade
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diferencial ao citral sintético em algumas espédesbelhas sem ferrdo e relacionam
essa sensibilidade com a eficiéncia na defesaakemldnias aos ataqueslddimao,

No entanto, as respostas ao citral obtidas posesgeres podem nao estar relacionadas
a reacao que o citral presente na glandula maradibdeL. limao de fato provoca, uma
vez que a proporcao dos isbmeros deste compogstiginé muito diferente quando
comparado aquele produzido pordimao.

Os dados obtidos demonstram que existe uma impertiferenca entre as
respostas provocadas pelo citral sintético e pdiat® da glandula mandibular em pelo
menos uma das espécies avaliadd,. angustula.Nessa espécie, embora a analise
estatistica ndo tenha separado significativamentgrupos citral sintético e extrato da
glandula mandibular (GMersusCitral Sintético, Fisher’s exact, n = 9, p = 0,06%6
respostas das operarias ao citral sintético focdemamente, muito mais semelhantes as
respostas do grupo controle do que as respostaxtdato da glandula mandibular
(ControleversusCitral Sintético, Fisher’s exact, n = 9, p = 0®0G&endo que estas
dltimas séo idénticas aquelas provocadas pelotextia cabeca das operarias lde
limao. Assim, os resultados obtidos mostram que exisliéenencas comportamentais
importantes entre o citral sintético e aquele pres@a glandula mandibular. Desse
modo, todas as informacdes existentes na literatéra momento, relativas a funcéo do
citral e a reacéo que ele provoca nas espéciegdheisps, podem conter imprecisdes.

Além disso, os resultados dos bio-ensaios trazena @mportante informacéao.
Os dados mostraram que quando o extrato da glamdatalibular provocou alguma
resposta nas operarias hospedeiras, a reacaoapimcesses individuos foi agressiva,
sendo que as agressfes mais intensas ocorrerd&mvama. Esses dados contradizem a
hipotese de que o citral atue como arma quimicatifveinn, 1990; Pompeu & Silveira,
2005; Blum, 1970; van Zwedeet al., 2011), uma vez que nenhum dos grupos

experimentais provocou nem repeléncia, nem atrapadhcomunicacao de defesa das
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espécies hospedeiras, ao contrario, desencadeodafesa agressiva nas duas espécies
testadas. Assim, aparentemente, o citral funciondonmais como um sinal que indica
para as hospedeiras a presenca das abelhas saggeadodo como arma quimica
causando fuga das hospedeiras, ou seja, esse ¢orgposiito mais um cairomoénio do
que um alomdnio, quando analisado na perspectivam@nicacao interespecifica que
ocorre durante os ataqueslddimao. E mais provavel que o citral possua uma funcio
importante para as abelhas cleptoparasitas na ¢oagéo intraespecifica, talvez como
ferdbmonio de alarme, ou como um sinal que coordeawque, indicando seu inicio e
encerramento.

Sendo assim, uma contribuicdo importante das nio@snacdes obtidas é que
elas desmistificam a afirmac&o sobre o papel dal@bmo arma quimica. Embora até
hoje nenhum estudo mais robusto tenha sido realiza$ta informacdo esta
amplamente presente na literatura. E curioso ohsejue mesmo nos estudos que
propdem essa funcdo para o citral, somente respagtassivas, e nenhuma repeléncia,
foram encontradas (Wittmann, 1990; Pompeu & SieR005; Blum, 1970; van
Zwedenet al., 2011). Por outro lado, tornam-se necessariaasowestigacdes que
procurem identificar os sinais responsaveis pelsegeadeamento da repeléncia e

paralisacédo observadas €&mmvariae emN. testaceicorns.
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4.3. A evolugéo do cleptoparasitismo em abelhas séenrao

A andlise da evolugdo do comportamento cleptopadst abelhas sem ferréo
inclui uma avaliagdo da interacdo ecoldgica restétaa utilizacdo de colbnias como
recurso alimentar. E importante perceber que aecpr@sicia dessa estratégia alimentar
€ a competicdo direta por um recurso com um valgtanalto. Assim, para entender a
evolucdo do cleptoparasitismo € necessario entesderecanismos que possibilitaram
a evolucdo de uma estratégia de disputa em Metiponi

Antes, é importante estabelecer algumas premigdasianadas a luta pelos
recursos de uma colonia:

1- Quanto maior o exército de uma colénia (reprieskn pelo niumero de
operarias), maiores sao as chances de sucessminonto, tanto na defesa como no
ataque;

2- O numero do exército esta diretamente relaciormamn a quantidade de
recurso defendida, isto é, colénias com poucasadpsr possuem também poucos
recursos armazenados.

Estabelecidas essas premissas, passa-se para afisg @los valores e dos
custos associados a cada uma das duas estratégistares. Na primeira estratégia,
que sera chamada de “forragear em flores”, os m@ogfresultantes do esforco de
forrageio, sdo, basicamente, a diferenca entreaatgiade de pdlen e néctar presente
em cada flor e 0 gasto energético realizado pgiesadas para se deslocarem até a
fonte do alimento, podem existir, também, outrostas associados, como 0 risco de
predacdo e a competicdo com outros animais petossis florais. As operéarias de
abelhas sociais coletam alimento além da sua ndadss que é utilizado para
alimentacéo das larvas ou armazenado na colonzh@vler, 1974), ou seja, a estratégia

alimentar em questdo resulta em excedente de dbm&ssim, os custos associados a
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esta estratégia sdo menores do que os valoresidfeseor elas. E possivel, portanto,
afirmar que o beneficio liquido da estratégia ‘dgaar em flores” é sempre positivo.

A segunda estratégia, que sera chamada de “sazpléaras”, € mais complexa
gue a primeira. Nessa estratégia, o beneficiod@da coleta de alimento s6 é positivo
caso as saqueadoras vengcam a disputa pelo redarserdade, so existe algum retorno
em caso de vitdria, caso contrario, sO existemosu§ds custos de perder uma luta, por
sua vez, sao muito elevados e estéo relacionadosipalmente, a perda de individuos
durante o confronto. Adicionando as premissas eltaidas anteriormente a analise
dessa estratégia alimentar, é possivel afirmar @usucesso de um ataque esta
correlacionado com o tamanho da colonia que vaiatmada - quanto menor for o
namero de abelhas na col6nia hospedeira, mais eban@belha saqueadora tera de
vencer (premissa 1). Ao mesmo tempo, quanto memumeero de abelhas na colonia
hospedeira menor o retorno do forrageio para asesagpras, uma vez que colonias
menores possuem menos recursos (premissa 2). DesEr a estratégia cleptoparasita
tem dois tipos de resultados, ataques fracassgdessdo muito negativos, e ataques
bem sucedidos, cujo retorno, embora esteja reladmma um recurso com alto valor
(ver secao 4.1.2), ndo sdo necessariamente meiadss, devido a correlacdo entre
chances de sucesso e tamanho da colonia hospefien@do assim, o saque a colonias
de abelhas sem ferrdo € um comportamento alimgo&mpossui um risco associado
muito alto e, a0 mesmo tempo, possui uma eficiélimitada as colonias menores.

Portanto, para entender a evolucédo do cleptopiarasit € necessario entender
como uma estratégia alimentar de alto risco e sustevados (“saquear col6nias”)
superou uma estratégia cujos retornos sao sempgigvps (“forragear em flores”).
Para explicar isso, propomos que a caracteristiea ppssibilitou a evolucdo desse
comportamento enk. limao foi a evolugdo de um maior nimero de ovariolos nas

rainhas dessa espécie. Segundo Sakagami (19823)nhas dd.. limaopossuem de 10
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a 15 ovariolos por ovario, enquanto a maioria dedhas sem ferrdo possui apenas
quatro.

Essa grande quantidade de ovariolos possibilitaegs@ espécie possua colbnias
com muitos individuos quando comparada as outnaécess de abelhas sem ferréo.
Nesse caso, 0 cenario para a estratégia alimdatdoparasita se torna mais favoravel.
O maior numero de operarias resulta em um exégcétnde de abelhas saqueadoras e,
assim, as chances de vencer uma disputa pelososale uma colbnia se tornam bem
maiores. Do mesmo modo, 0 sucesso dos ataquesendimita mais a colonias
pequenas e com pouco alimento armazenado, um tExéecande possibilita o
enfretamento de colbnias fortes e cheias de recanss que possuem exeército de
defesa menor quando comparadas as abelhas sag@seadém disso, o custo da perda
de individuos devido aos combates torna-se retagwée menor, uma vez que eles
podem ser repostos rapidamente.

Assim, a evolucdo de um grande numero de ovarizdgsa espécie pode ter
permitido que a utilizacdo de colonias de outraslhats sem ferrdo como recurso
alimentar se tornasse uma estratégia menos amisicach como permitiu 0 aumento do
retorno associados a esse recurso alimentar.

E importante ressaltar que essa hipétese precisanefor investigada por
estudos futuros. A analise do numero de ovariolosGéeptotrigona, outro grupo
cleptoparasita obrigatério de abelhas sem ferrdae pjudar a elucidar a relacdo entre o
namero de ovariolos e o comportamento de saquen Aliéso, a espéciklelipona
fuliginosatambém poderia ser um modelo interessante parasisin, pois parece ter
um comportamento intermediario, visitando floreealizando saques frequentemente
(Nogueira-Neto, 1970). Apesar disso, a proposta apresentada objetiva estabelecer
algumas bases que podem ajudar a reconstruir dg;0es ecoldgicas que permitiram o

surgimento do cleptoparasitismo em abelhas se@derr
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Outro aspecto bastante relevante sobre a evolwgéteptoparasitismo se refere
ao numero de vezes que esse comportamento sungiw d® grupo das abelhas sem
ferrdo. E possivel dizer que esse comportamentpusde maneira obrigatoria em dois
momentos independentes durante a evolucdo de Melipovisto que a linhagem
Afrotropical e a linhagem Neotropical de meliporise onde estdo presentes,
respectivamente, os grupG¢eptotrigona e Lestrimelittadivergiram entre si a mais de
80 milhdes de anos e os dois grupos cleptoparasitagrupos derivados dentro de cada
linhagem (Rasmussen & Cameron, 2010). Desse modpgssivel dizer que o
cleptoparasitismo em abelhas sem ferrdo é umatedsiica homoplastica. Além das
duas vezes em que o cleptoparasitismo obrigatootuier, ha ainda pelo menos mais
um grupo Melipona fuliginosa,Nogueira-Neto, 1970) em que o comportamento de

saque facultativo evoluli.

4.3.1 O abandono das flores

Embora a evolucdo de um numero grande de ovar@lode a explicar a
existéncia do saque como estratégia alimentanddaé util para entender o motivo da
obrigatoriedade do cleptoparasitismo nessas abdlleadro da abordagem econémica,
como explicar o abandono durante a evolucdo doogdg um recurso que sempre
oferece beneficios liquidos positivos?

A hipotese ddRainha Vermelha’pode ser Gtil para entender o abandono desse
recurso. O significado dessa hipétese é que a hogmparasita-hospedeiro pode levar
a uma dinamica oscilatéria da frequéncia génicapoasilacbes de ambos, parasitas e
hospedeiros (Lively, 2001). Esse conceito podeesszndido do seguinte modo. Um
parasita provoca diminuicdo no valor adaptativo Hospedeiros, de maneira que
hospedeiros que possuem algum tipo de defesa aamsitparsdo selecionados;

hospedeiros mais resistentes provocam, por suaieimuicao do valor adaptativo dos
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parasitas, selecionando parasitas que conseguernasgssas defesas. Esse processo
continua ao longo das geracdes, resultando, assimyma dindmica oscilatoria na
frequéncia génica de parasitas e hospedeiros.

No caso das abelhas cleptoparasitas, a estratégiaqiie deve ter resultado na
selecédo de abelhas hospedeiras que reagiam mugssagmente ao identificar as
cleptoparasitas perto das suas colbnias. De fatppssivel perceber que algumas
abelhas sem ferrdo reagem muito agressivamente&oj@an contato com individuos de
L. limao (Wittmann, 1985; Wittmanmet al., 1990; Nunest al., 2008). Desse modo,
existe um comportamento agonista evidente contgpagarias dé. limao. Isso pode
ter resultado em conflitos nas proprias floresdeeque operarias de outras espécies
reagiriam agressivamente a presenca das abelhasasiagas que estivessem coletando
nas mesmas flores, ou em flores proximas. A dispaa recursos florais, com
desencadeamento de comportamentos agonistas, nfoaécaracteristica rara em
abelhas sem ferrdo (Leskéal,1974), o que torna provavel essa hipotese.

Sendo assim, operarias delimao que visitassem flores estariam mais sujeitas a
encontros com operarias de outras espécies enfmrimais sujeitas a morte. Isso
associaria um custo alto as flores para as abelbp®parasitas, custo esse que talvez
superasse 0s beneficios oferecidos pelos recurkwaisf Nesse contexto, o
comportamento exclusivamente cleptoparasita demeecér um retorno maior que um
comportamento parasita facultativo e, portantoedev também um valor adaptativo

maior.
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4.4. Uma nova classificacao para o parasitismo erb@has

O parasitismo pode ser definido como o modo de védaorganismos que
sobrevivem a custa de outros organismos, sem nebkuagficio direto para os ultimos
(Nogueira-Neto, 1970). Esta caracteristica estdamgnte presente em abelhas, sendo
que 15% do grupo de abelhas possui esse tipoeta¢db ecoldgica (Bohart, 1970).

De maneira geral, nas abelhas solitarias o pasamiticonsiste em invadir o
ninho de outras col6nias e colocar seus ovos nweato larval da espécie hospedeira, 0
qual a larva parasita utilizara para se alimerfasas abelhas também sdo conhecidas
como “abelhas cuckoo”, em referéncia ao grupo degras que realiza comportamento
semelhante (Bohart, 1970; Nogueira-Neto, 1970.). H&ithyrus(grupo pertencente a
Bombini), as rainhas invadem o ninho alheio e, ao invésedatifizar do alimento
larval, ela toma posse da col6nia hospedeira, acdetis ovos nessa colonia e a larva
resultante é alimentada diariamente pelas operdaasnho parasitado (Bohart, 1970;
Nogueira-Neto, 1970).

Embora o parasitismo nessas abelhas seja usualnotagsificado como
cleptoparasita, ele possui algumas diferencas itaupiess em relacdo ao comportamento
realizado pelos grupos cleptoparasitas de abells &errdo, Lestrimelitta e
Cleptotrigona sendo que essas diferem das demais por trédarésticas principais:
elas ndo invadem os ninhos alheios para colocas ssos nas células de cria
hospedeiras; elas ndo coletam seu alimento emsflaeelas trabalham nos seus
proprios ninhos, do mesmo modo que outros membérs parasitas do grupo
(Nogueira-Neto, 1970).

A distincdo comportamental, nesse caso, justifice (classificacdo diferente
para cada estratégia parasita. Enquanto nas aleeitlaso e enfPsithyruso parasitismo
esta relacionado ao comportamento de oviposi¢c&gupos parasitas de abelhas sem

ferrdo esta relacionado ao comportamento alimert®mo resulta em diferencas
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importantes nas adaptacdes morfoldgicas, fisiok&ge comportamentais, relacionadas
a cada estratégia parasita, que deixam sem sgmtitioo a classificagdo sob o mesmo
nome desses diferentes tipos de comportamento.diéssificagdo Util para os distintos
tipos de parasitismo foi proposta por Bre¢al. (2012):

- CleptoparasitismoRoubo do alimento ou de algum outro item de vaeroutro
animal Cestrimelitta e Cleptotrigona)

- Parasitismo de criaColocar ovos no ninho de outro animal, para sadorpor este
animal (abelhas cuckoo};

- Inquilinismo: Viver dentro de um grupo social como um parasitdasocolocando
seus ovos, que serdo criados pelas operarias @aablbspedeiraPsithyrus)

Além de abrigar sob 0 mesmo nome coisas tdo difssemtilizar a mesma
classificacéo gera confuséo e prejudica o conhetdoreobre o parasitismo em abelhas.
Por exemplo, Cardinadt al. (2011) realizaram uma analise filogenética, basesda
dados moleculares, onde afirmam que a origem datogarasitismo em Apidae é
antiga e que essa caracteristica surgiu apenase$ dentro desse grupo. No entanto,
esses autores nao utilizaram em suas analises mantamostra dos grupos
cleptoparasitas de abelhas sem ferrdo, sendo gagess ignorados completamente
nessa revisdo. Assim, uma importante informacacesoltleptoparasitismo em Apidae
esta ausente e prejudica bastante as afirmacdizadaa no trabalho.

As definicdes propostas por Breeidal. (2012) estabeleceram as bases para uma
nova intepretacdo do parasitismo em abelhas. E riamge, agora, que uma nova
classificacdo de consenso, que vise facilitar aidestsobre os diferentes tipos de

comportamento presentes nesse grupo, seja esidaelec
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