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Resumen

PALMERA-CASTRILLON, K.J. Complejidad del “bouquet” aromatico de machos de
Eulaema nigrita L. (Apidae: Euglossini) provenientes de fisionomias boscosas y de
sabanas del Cerrado y su relacién con el tamafio corporeo y desgaste alar. 2021.
Disertacion (Maestria) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto-SP, 2021.

Las abejas de las orquideas (Euglossini) son importantes insectos polinizadores distribuidos
en la regidn neotropical. Los machos de todas las especies colectan compuestos volatiles y
semivolatiles a partir de fuentes vegetales, fingicas y animales para ser almacenadas y
acumuladas en estructuras especializadas de las patas posteriores. Posteriormente, tales
compuestos son utilizadas durante el “display” sexual de los machos con el fin de atraer
hembras conespecificas para copula. Se ha propuesto que el perfume de machos euglosinos
juega un papel importante como rasgo de sefializacion sexual involucrado en el aislamiento
pre-copula de especies, especialmente entre linajes simpétricos de origen reciente. Sin
embargo, no se conoce sobre el perfil quimico del perfume de ninguna especie de este grupo
presente en el bioma Cerrado. Eulaema nigrita es una especies de euglosino comdn tanto en
fito-fisionomias boscosas como de sabana del bioma. En este sentido, por medio de la técnica
de cromatografia de gases asociada a espectrometria de masas (GC-MS) se identifico la
composicion del perfume de machos de El. nigrita en aras de evaluar diferencias en el perfil
quimico del perfume en poblaciones de tres areas de bosque semideciduo estacional (FG,
REP y FIR) y tres areas de Cerrado sensu stricto (CCP, EUC y BR497), asi como detectar
relaciones entre el perfume y rasgos morfoldgicos asociados al tamafio y edad de los machos.
Los resultados obtenidos indican que existe un bajo efecto de las fito-fisionomias sobre las
diferencias en el perfume de los machos colectados, mostrando poca variacion en ambos
tipos de ambientes. No obstante, al comparar el perfil quimico entre areas, se observaron
diferencias significativas entre dos areas boscosas (REP y FIR), lo que a priori sugiere un
efecto del entorno de estas areas sobre las diferencias en el “bouquet” de los individuos. Por
otro lado, anélisis de correlacion entre rasgos del perfume y rasgos morfologicos mostraron
una relacién significativa positiva entre la complejidad del perfume y el desgaste alar como
medida de la edad. Tal relacion corrobora el concepto de las fragancias de individuos viejos
como indicadores de la capacidad de sobrevivencia de machos euglosinos.

Palabras claves: El. nigrita, perfume, fito-fisionomias, Cerrado, desgaste alar.



Resumo

PALMERA-CASTRILLON, K.J. Complexidade do buqué aromético de machos de
Eulaema nigrita L. (Apidae: Euglossini) provenientes de fitofisionomias florestais e de
savanas do Cerrado e sua relacdo com o tamanho corporal e desgaste alar. 2021.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto - SP, 2021.

As abelhas das orquideas (Euglossini) sdo importantes insetos polinizadores distribuidos na
regido neotropical. Os machos de todas as espécies coletam compostos volateis e
semivolateis de fontes vegetais, animais e fungicas para ser armazenadas e acumuladas em
estruturas especializadas das pernas posteriores. Essas substancias sdo posteriormente
utilizadas pelos machos na atracéo de fémeas conespecificas para copula durante os eventos
reprodutivos. Acredita-se que o perfume de machos Euglossini tem um papel importante
como traco de sinalizacdo sexual envolvido no isolamento pré-copula de espécies,
principalmente entre linhagens de origem recente que vivem em simpatria. Entretanto, ndo
se conhece sobre o perfil quimico do perfume de nenhuma espécie desse grupo presente no
bioma Cerrado. Eulaema nigrita é uma espécie de Euglossini comum tanto nas
fitofisionomias florestais quanto de savana. Neste sentido, através da técnica de
cromatografia gasosa associada a espectrometria de massas (GC-MS) identificou-se a
composicao do perfume de machos de El. nigrita com o alvo de avaliar diferencgas no perfil
quimico do perfume em populacdes de El. nigrita de trés areas de floresta estacional
Semidecidual (FG, REP e FIR) e trés areas de Cerrado sensu stricto (CCP, EUC e BR497),
além de detectar relacfes entre o perfume e tragcos morfoldgicos associados ao tamanho e
idade dos machos. Os resultados obtidos indicam um baixo efeito das fitofisionomias sobre
as diferencas no perfume dos machos coletados, mostrando pouca variagdo em ambos 0s
tipos de ambientes. Mesmo assim, ao comparar o perfil quimico entre areas, diferencas
significativas entre duas areas florestais (REP e FIR) foram observadas, o que a priori sugere
um efeito do entorno dessas areas sobre as diferencas no buqué dos individuos. Por outro
lado, analises de correlacéo entre tracos do perfume e tragos morfoldgicos demostraram uma
relagdo significativa positiva entre a complexidade do perfume e o desgaste alar como medida
da idade. Essa relacdo corrobora o conceito das fragréncias de individuos velhos como
indicadores da capacidade de sobrevivéncia de machos Euglossini.

Palavras chaves: El. nigrita, perfume, fitofisionomias, Cerrado, desgaste alar.



Abstract

PALMERA-CASTRILLON, K.J. Complexity of the aromatic bouquet of Eulaema nigrita
L. (Apidae: Euglossini) males from forested and savanna physiognomies of the
Brazilian Cerrado and its relationship with body size and wing wear. Dissertation
(Master) - Faculty of Philosophy, Sciences and Letters at Ribeirdo Preto, University of Sdo
Paulo, Ribeirdo Preto-SP, 2021.

Orchid bees (Euglossini) are important pollinators insects distributed in the Neotropical
region. Males of all species collect volatile and semi-volatile compounds from the plant,
fungal, and animal sources to be stored and accumulated in specialized structures of the hind
legs. Subsequently, accumulated compounds are used during the male courtship display to
attract conspecific females for mating. Male orchid bee perfume has been proposed to play
an important role as sexual signaling trait involved in the premating isolation mechanism,
especially among recently diverged sympatric lineages. However, the perfume chemical
profile of any orchid bee species from the Brazilian savanna biome is unknown. Eulaema
nigrita is a common orchid bee species in both forested and savanna physiognomies of the
biome. In this sense, the chemical composition of El. nigrita males perfume was identified
to evaluate differences in the perfume chemical profile in populations from three seasonal
semi-deciduous forest fragments (FG, REP, and FIR) and three savanna (Cerrado sensu
stricto) fragments (CCP, EUC, and BR497) using gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS), and to detect relationships between perfume and morphological
traits associated with the size and age of males. Results obtained suggest a low effect of the
physiognomies on the differences in the perfume from collected males, showing little
variation in both types of environments. Nevertheless, when comparing the chemical profile
between fragments, significant differences were observed between two forested areas (REP
and FIR), which a priori suggests an environmental effect around these areas acting on the
individual’s bouquet differences. Furthermore, correlation analysis between perfume traits
and morphological traits showed a significant positive relationship between perfume
complexity and wing wear as a measure of age. This relationship agrees with the hypothesis
that older male fragrances are indicators of the survivability of male orchid bees.

Keywords: El. nigrita, perfume, physiognomies, Brazilian Savanna, wing wear.
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Introduccion

Las abejas de la tribu Euglossini son un importante grupo de insectos polinizadores
con distribucion neotropical y diversidad de aproximadamente 240 especies (Moure et al
2012). Son comunmente llamados “abejas de las orquideas” debido a la fuerte interaccion
que presentan con flores de mas de 700 especies de orquidaceas, ademas de especies de otras
familias (Dressler, 1982; Ramirez et al 2002). Segin Ramirez et al (2010) existen siete zonas
de endemismo en Euglossini: América Central, Panama, Choc6 colombiano, Los Andes,
Mata Atlantica, Cuenca Amazénicay el Corredor Paraguayo, todas ellas con niveles altos de

humedad propicios para la proliferacion de euglosinos y plantas asociadas.

Generalmente, para reconocer la diversidad de euglosinos se utilizan trampas de
olores que aprovechan la particularidad de los machos de ser atraidos por compuestos
aromaticos (Dressler, 1982; Tosta et al 2017). Estas abejas adquieren esos compuestos en sus
visitas a flores, raices, hongos, material vegetal en descomposicion y hasta en heces, para
después almacenarlos en estructuras especializadas ubicadas en sus patas posteriores
(Dressler, 1982; Whitten et al 1993; Eltz et al 2007). De este modo, crean un elaborado
perfume o “bouquet” aromatico especie-especifico utilizado en el cortejo y demarcacion de
territorios donde se dard la copula (Stern, 1991). La seleccién de pareja es ejercida por la
hembra, de acuerdo con la cantidad y calidad de los compuestos volatiles del “bouquet” del
macho, funcionando como una sefial honesta de la capacidad de sobrevivencia de este ultimo
(Eltz et al 2015).

Es sabido que muchos animales usan sefiales quimicas para identificar y diferenciar
posibles parejas sexuales; esas sefiales normalmente son feromonas producidas a través de
diferentes vias metabdlicas del organismo (Wyatt, 2003). Sin embargo, la particularidad que
tienen los compuestos usados por los euglosinos para atraccion de pareja es que gran parte
de ellas son colectadas y confeccionadas a partir de diferentes fuentes ambientales,

convirtiéndose en una “marca quimica” entre cada especie (Eltz et al 2005).

Aunque se desconoce exactamente cudl es la funcion de las fragancias de euglosinos
en la comunicacién quimica de los mismos, trabajos previos han arrojado evidencias sobre

la importancia de éstas como rasgo de sefializacion sexual implicado en el aislamiento
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reproductivo de especies en una escala comportamental (Eltz et al 2008), sensorial (Eltz et
al 2006; Mitko et al 2016) y macroevolutiva (Zimmermann et al 2009; Weber et al 2016).
Compuestos terpenoides y aromaticos que conforman tales “bouquet” han demostrado su
papel como sefializadores altamente especializados a nivel especifico (Eltz et al 2006; Eltz
et al 2008). De hecho, analisis filogenéticos demuestran que las fragancias en euglosinos
divergen répidamente entre especies, principalmente entre linajes de origen reciente que
viven en simpatria (Weber et al 2016).

Al ser un mecanismo de sefalizacion quimica con tasas de diferenciacion altas
(Coyne & Orr, 2004; Smadja & Butlin, 2009; Weber et al 2016), y que puede generar
variacion intra-poblacional por exposicion a presiones selectivas, contribuye a la

diferenciacion de poblaciones simpaétricas y posteriores procesos de especiacion.

Para que una especie de euglosino obtenga un “bouquet” distintivo necesita
inicialmente acumular compuestos a partir de fuentes con disponibilidad variable en tiempo
y espacio en el habitat en que se encuentran. Esto fue demostrado en Euglossa imperiallis a
través de experimentos de escogencia de fragancias, en donde los machos visitaron fuentes
aromaticas de acuerdo con su historial de colecta (Eltz et al 2005). Para obtener informacion
del historial de colectas de un individuo existen varias alternativas. Una de ellas es hacer
mediciones del desgaste alar, permitiendo deducir el tiempo relativo que un macho invirtié
en actividades relacionadas al vuelo (Mueller & Wolf-Mueller, 1993), considerando que
mayor desgaste alar representa mas actividad de vuelo (Rebélo & Gardéfalo, 1991). Debido a
que el desgaste alar se encuentra correlacionado positivamente a la complejidad y cantidad
de las fragancias en machos euglosinos (Eltz et al 2015), esta medida se torna una buena
herramienta indicadora de la capacidad de sobrevivencia del individuo y su calidad génetica-
fenotipica (Eltz et al 1999; Eltz et al 2015).

De manera similar, existen otros rasgos relacionados al “fitness” que pueden ser
empleadas como evidencia indirecta que demuestre el papel de las fragancias como
indicadora de la calidad del macho en eventos reproductivos. Uno de los méas conocidos es
el tamafio corporal, pardmetro relacionado al éxito de apareamiento y viabilidad biolégica en
otros grupos de abejas (Villalobos & Shelly, 1991; Stone et al 1995; Alcock, 1996).



A pesar de la conocida importancia de las fragancias de euglosinos en sus eventos
reproductivos, poco se conoce sobre el perfil quimico del “bouquet” aromatico de
comunidades presentes en el Cerrado y su rol potencial como mecanismo de aislamiento pre-
copula en poblaciones de fito-fisionomias insertadas en el bioma. La mayoria de los trabajos
desarrollados en esta linea han utilizado diferentes especies del género Euglossa en
formaciones boscosas de otros biomas y con nichos ecoldgicos aparentemente mas
restringidos que en especies de otros géneros de euglosinos (Eltz et al 1999; Eltz et al 2005;
Zimmermann et al 2009; Pokorny et al 2013; Eltz et al 2015; Brand et al 2020), a excepcion
de Euglossa cordata (Peruquetti et al 1999; Tonhasca et al 2002).

El bioma Cerrado es un complejo mosaico de vegetacion con diferentes fito-
fisionomias que reunen formaciones vegetales diversas, entre boscosas, planicies o sabanas
y formaciones campestres (Ribeiro & Walter, 2008). Entre las formaciones boscosas del
bioma se encuentra el bosque de ribera y el bosque de galeria -fito-fisionomias fuertemente
asociadas a cursos de agua-, el bosque seco -dividido en perene, semideciduo y deciduo-, y
el “cerraddo”. Ya entre las formaciones de sabanas se reconoce un mayor namero de fito-
fisionomias, destacandose el Cerrado sensu stricto y sus diferentes subtipos. Todas las fito-
fisionomias de sabanas se diferencian de las presentes en formaciones boscosas por factores
edéaficos y composicion floristica, y principalmente por la estructura, estilo de crecimiento y

cambios estacionales (Ribeiro & Walter, 2008).

Eulaema nigrita es una especie de euglosino ampliamente distribuida en el Cerrado
(Silveira et al 2015). Posee alta tolerancia a ambientes con diferentes grados de intervencion
(Peruquetti et al 1999; Tonhasca et al 2002) y es considerada una especie comun en diferentes
fito-fisionomias humedas del bioma (Tosta et al 2017). De hecho, es una de las pocas
especies de euglosinos que ocurre frecuentemente en fito-fisionomias mas abiertas como
aquellas presentes en el Cerrado sensu stricto. Como en todas las especies de euglosinos, se
estima que El. nigrita posee la capacidad de volar grandes distancias, siendo mayor en
especimenes de mayor porte (Janzen, 1971; Ackerman et al 1982). Al estar presente en todas
las areas del Cerrado estudiadas hasta hoy (Silveira et al 2015; Tosta et al 2017), se convierte
en un modelo eficaz que posibilita reconocer diferencias en el perfil quimico de fragancias

de euglosinos de poblaciones geograficamente aisladas y con recursos aromaticos variados



de acuerdo con el estado sucesional de cada fragmento. Encontrar una correlacién positiva
entre la complejidad de la fragancia, tamafio corporal y desgaste alar, apoyaria la idea de la
evolucion de los aromas a través de la seleccion sexual ejercida por las preferencias de las

hembras.

Justificativa

Biomas himedos como la Mata Atlantica y la Cuenca Amazonica se conocen por ser
areas con una diversidad de euglosinos alta (Dressler, 1982; Nemésio & Silveira, 2007). Sin
embargo, existen fragmentos de bosque himedo insertados en grandes areas de sabana del
Cerrado brasilefio. Este bioma es el segundo méas extenso de América Latina (Cardoso &
Bates, 2002) y una de las areas de biodiversidad mas importante a nivel mundial en términos
de conservacién (Myers et al 2000). ElI Cerrado posee comunidades de euglosinos con
riqueza de especies (Silveira et al 2015; Tosta et al 2017) comparable a las encontradas en
fragmentos de Mata Atlantica localizados en el sudeste brasilefio (Silveira et al 2011; Aguiar
& Gaglianone, 2012; Giangarelli et al 2015). Un tipo de fito-fisionomia himeda que
encontramos en el Cerrado es el Bosque Semideciduo Estacional (“Floresta Estacional
Semidecidual” en portugués) el cual representa el 32% de las areas naturales del Cerrado

(Sano et al 2009) y una fuente de recursos invaluable para comunidades de euglosinos.

A pesar de que estos fragmentos de bosque semideciduo estacional tienen la misma
fito-fisionomia, presentan una composicion y riqueza floristica tnica dependiendo de la etapa
sucesional en la que se encuentran (Lopes et al 2012). Tal singularidad en la flora puede
verse reflejada en la diversidad de abejas en un determinado fragmento (Milet-Pinheiro &
Schlindwein, 2008), principalmente en comunidades de euglosinos que conservan
interacciones con diversas especies vegetales y que son sensibles a variaciones en la flora
disponible (Aguiar & Gaglianone, 2014; Ospina-Torres et al 2015). Esas variaciones tienen
una influencia directa sobre la disponibilidad del recurso aromatico ofrecido, vy
consecuentemente sobre el perfil quimico de las fragancias, debido a diferencias en las

preferencias de hembras de cada especie en diferentes areas.



Comprobar y conocer dichas diferencias en el “bouquet” aromatico de euglosinos,
tomando como modelo a El. nigrita, ofreceria herramientas para esclarecer el rol potencial
de las fragancias exdgenas como mecanismo de aislamiento pre-cépula en poblaciones
inmersas en un paisaje fragmentado del Cerrado (Ackerman, 1989; Boughman, 2002;
Jackson, 2008). Tales diferencias podrian representar un factor inicial que desencadene en
posibles procesos de especiacion, caso tal dichas diferencias se intensifiquen en tiempo y
espacio.

Objetivos
General

Evaluar si existen diferencias en la composicién quimica de los compuestos volatiles
que conforman el “bouquet” aromatico de machos de Eulaema nigrita provenientes de
poblaciones presentes en fragmentos de bosque semideciduo estacional insertos en el bioma
Cerrado y en fragmentos de Cerrado sensu stricto y su posible relacion con el tamafio
corporal y desgate alar de los individuos, asi como evaluar posibles variaciones individuales

en estas poblaciones.

Especificos

1) Extraer y analizar el “bouquet” aromatico de machos de El. nigrita de
diferentes poblaciones;

2) Evaluar si existe diferencia significativa en la composicion del “bouquet”
extraido de los machos provenientes de fito-fisionomias boscosas y de
sabanas;

3) Evaluar si hay correlaciones positivas entre la complejidad del “bouquet” de
los machos y dos rasgos asociados al “fitness”, tamafio corporal y desgate
alar;

4) Comparar las metricas entre las redes de interaccion individuo-recurso

aromatico obtenidas para las fito-fisionomias estudiadas.



Materiales y Métodos
Area de estudio

Se escogieron seis areas de colecta localizadas en la region del “Tridngulo Mineiro”
en los dominios del bioma Cerrado (Figura 1); tres fueron fragmentos de bosque semideciduo
estacional y otros tres fragmentos eran formaciones tipicas de Cerrado sensu stricto. Las
areas de bosque semideciduo estacional fueron las siguientes: Granja Experimental Gloria
(FG) (18° 57" 03" S/ 48° 12' 22" W), Reserva Ecoldgica del Panga (REP) (19° 10’ 04” S/ 48°
23"41” W) y la Hacienda Irara (FIR) (19° 08' 39" S/ 48° 08' 46" W).

REP posee un fragmento de bosque semideciduo de 16 hectéareas insertado en una
formacion boscosa contigua compuesta por otros tipos de fito-fisionomias (bosque de galeria,
“cerradao” y Cerrrado sensu stricto) que totalizan 409 hectareas (Cardoso & Schiavini,
2002). FG tiene un é&rea total de 685 ha, la mayor parte utilizada para actividades
agropecuarias y con un fragmento de bosque semideciduo de aproximadamente 30 hectareas
que bordea bosques de galeria (Lopes et al 2011). FIR es una propiedad privada que posee
un &rea de reserva con un fragmento de bosque semideciduo de 22,3 ha e inmerso en un
gradiente que incluye “cerraddo” y bosque de galeria. El fragmento muestra pocas sefiales de
intervencion antropica. Se encuentra rodeado por areas utilizadas para ganaderia y cultivo de

soya (Lopes et al 2012).

Los muestreos en las areas de Cerrado sensu stricto fueron realizados en las siguientes
propiedades privadas: “Clube Caca e Pesca” (CCP) (18°59°20.89”S 48°18’12.57”W),
Maderera “Eucatex” (EUC) (19°02'21.3"S 48°05'32.7"W) y un punto localizado entre la via
Uberlandia-Prata en el tramo BR-497 (19°02'04.0"S 48°32'04.6"W). CCP es una reserva
privada de 127 ha compuesta principalmente de sabanas arborizadas y pantanos de palmeras
(“vereda” en portugués). EUC posee un fragmento de Cerrado de aproximadamente 100 ha,
también de caracter privado; se caracteriza por ser un ambiente tipico de sabana cercado por
un ambiente méas boscoso dentro del paisaje general del Cerrado. BR-497 tiene un area de
aproximadamente 316 ha, con vegetacion predominantemente de sabana e inmerso dentro de

una matriz dominada por grandes areas de monocultivos y pequefios fragmentos boscosos.



El clima de la region es de tipo “Aw” siguiendo la clasificacion sugerida por Koppen.
El clima es caracteristico de sabana tropical, con inviernos secos y veranos lluviosos. La

temperatura promedio del més mas frio es superior a los 18°C (Kottek et al 2006).

GranjajExperimental(Gloria
Glube|Cacale|Resca

Leyenda

@ Bosque Semideciduo Estacional
@ Cerrado sensu stricto
[ uberlandia
B Minas Gerais
[ Brasil

DATUM: SIRGAS 2000

Hacienda)lrara Fonte de datos: IGBE
ReservalEcoldgicaldel[Panga

Google Earth

BR497 |Distancia entre os remanescentes (KM)

FG REP__FIR _CCP__EUC
3117
22.3 26.28
CCP 1111 22 23.85
EUC  15.41 34.85 12.92 22.91
BR497 35.83 20.84 42.66 24.85 46.56

Figura 1. Localizacion de las areas de colecta dentro del bioma Cerrado. A- Mapa de localizacion. B-
Iméagenes de satélites; las areas individuales estan a una escala de 3.8 km, Fuente: Google Earth.



Colecta de abejas

Del 14 de febrero al 4 de marzo de 2020, las abejas fueron colectadas usando trampas
individuales estandarizadas para captura de machos de euglosinos (Eltz et al 2005),
utilizando el compuesto quimico eucaliptol como cebo aromatico, siendo esta molécula la
mas atractiva para machos de El. nigrita en muestreos hechos en diferentes regiones del
Brasil, incluyendo el area de estudio (Alvarenga et al 2007; Tosta et al 2017). Para evitar un
contacto directo de los individuos con el cebo quimico, las trampas fueron cubiertas de una
mallay los individuos eran capturados en el momento que llegaban a la trampa. Se colectaron
minimo los diez primeros individuos atraidos por el aroma, de acuerdo con lo implementado
por Eltz et al (2005). Seguido, los individuos eran enfriados en campo usando hielo y
posteriormente sacrificados en un freezer de laboratorio. Con el fin de poder extraer las
fragancias sin comprometer la identificacion inequivoca de los especimenes, se corto la pata
posterior derecha de cada macho y se colocaron en viales individuales para cromatografia de

gases (tipo “Headspace-Crimp”) debidamente sellados.

En estudios donde se extrajo el perfume de machos de euglosinos utilizando el par de
patas posteriores, la identificacion de los individuos se realiz6 en campo (Eltz et al 2005;
Zimmermann et al 2009; Pokorny et al 2013). Esto puede ser contraproducente cuando se va
a analizar especies que, diferente de Eulaema nigrita, son dificiles de identificar en campo
sin las herramientas necesarias para la correcta identificacion taxondmica. Debido que no
existe evidencia que demuestre la acumulacién diferencial de compuestos formadores del
perfume entre el par de patas posteriores de machos euglosinos, se optd por analizar
Unicamente la pata posterior derecha. Ademas, durante el comportamiento de colecta, el
movimiento de las patas en ambos lados del cuerpo es totalmente sincrénico (Kimsey, 1984),
por lo que los productos del perfume presentes en la corbicula derecha serian exactamente

los mismos que los de la corbicula izquierda.

Extraccion y andlisis quimico de fragancias

Todo el analisis quimico fue realizado en las instalaciones de la “Escola Técnica em

Sauade” — ESTES de la Universidad Federal de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil. La



extraccion del perfume se hizo a través del método “headspace” directo, inyectando cada una
de las muestras directamente dentro de un utilizando un muestreador “headspace” automatico

modelo Agilent 769A equipado al cromatdgrafo de gases.

Posteriormente, cada vial fue sometido al proceso de cromatografia de gases acoplado
a espectrometria de masas (GC-MS), usando una columna HP-5 MS no polar (marca Agilent,
longitud de 30 m, diametro interno de 0.25 mm, espesura de la capa de 0.25 um) y un detector
de masas selectivo modelo 5577E (©Agilent Technologies, Santa Clara, California, United
States). El equipo fue programado segun las especificaciones empleadas para anélisis
quimico de compuestos volatiles y semivolatiles en euglosinos (Eltz et al 1999; Eltz et al
2005; Zimmermann et al 2009; Eltz et al 2015) con algunas modificaciones en la temperatura
del horno. La inyeccion de las muestras no fue dividida; el horno se programé con un
temperatura inicial de 40°C, aumentando a una tasa de 3°C/min hasta llegar 150° y
posteriormente hasta 250°C a un ritmo de 5°C/min. Los indices de retencidn asociados a cada
pico cromatogréafico y los espectros de masas fueron comparados y referenciados con
aquellos espectros registrados en las bibliotecas de compuestos de Adams (2017) y NIST
(2017). Se excluyeron de los analisis posteriores lipidos e hidrocarbonos alifaticos derivados
de secreciones de las glandulas labiales-cefélicas de las abejas y que normalmente se
encuentran mezclados con las fragancias exdgenas de las patas posteriores (Eltz et al 2005;
Eltz et al 2007; Zimmermann et al 2009; Eltz et al 2015; Brand et al 2020).

Desgaste alar

A cada individuo se le hizo una evaluacion del desgaste alar a través de dos métodos:
1) utilizando las categorias sugeridas por Rebélo & Garéfalo (1991) (Figura 2); y 2) usando
el andlisis de porcentaje de desgaste alar empleado por Pacheco (2018) con algunas
modificaciones. En la evaluacion se conto el nUmero de muescas en los margenes de cada
lado de las alas anteriores, excluyendo individuos que hayan sufrido dafio alar visible durante
0 después de ser capturados. Para el andlisis de porcentaje de desgaste alar, se tomaron
medidas del area total de cada ala anterior (Figura 3A) utilizando el programa ImageJ®
(Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
1997-2014) y posteriormente se calculo el area faltante debido al desgaste (Figura 3B). Para

el célculo del porcentaje de desgaste se empled la siguiente ecuacion: % =



[(DaD+Dal)*100]/(AD+Al), donde DaD y Dal es el desgaste alar del ala derecha e izquierda
respectivamente; AD y Al representan el &rea total de cada ala. Las categorias de porcentaje

de desgaste serén las empleadas por Pacheco (2018).

=) ==/

Idade 1 Idade 2
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- s
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Figura 2. Categorias del desgaste alar relacionadas con la edad de los machos euglosinos segun
Rebélo e Garofalo (1991).

Figura 3. A) ala derecha de macho de Eulaema nigrita con desgaste alar; B) ala derecha de macho de
El. nigrita marcando el &rea de desgaste alar para calculo de porcentaje. Tomado de Pacheco (2018)

Tamafio Corporal

Fue extraida la cabeza de cada individuo y pegada cuidadosamente sobre laminas
portaobjetos para microscopia (Figura 4A). Cada lamina fue fotografiada con la cabeza del
individuo dirigida hacia el lente de la camara fotogréafica. A partir de las fotos, se tomaron
medidas de la anchura méxima de la cabeza (Figura 4B) usando el programa de
procesamiento y analisis de imagenes ImageJ® (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 1997-2014).
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Figura 4. A) Cabeza de un macho de Eulaema nigrita; B) Amplitud méxima de la cabeza, parametro
utilizado para comparacidon del tamarfio corporal entre machos euglosinos.
Analisis de datos

de sabanas

Evaluacion de la composicion del “bouquet” de machos provenientes de fito-fisionomias boscosas y

Para visualizar diferencias en el “bouquet” de los machos presentes en cada area de
cada fito-fisionomia muestreada, se realizd un analisis de escalamiento multidimensional no-

métrico (“nMDS”). Para tal propdsito, las areas de los picos absolutos de cada cromatograma
fueron estandarizadas con el fin de representar contribuciones relativas de los picos a las
muestras individuales (Eltz et al 2005). A partir del conjunto de datos, se construy6 una
matriz de similitud basada en el indice Bray-Curtis (Legendre and Legendre, 1998). Las
similitudes fueron ordenadas en un grafico bidimensional. En los graficos “MDS” los puntos
representan distancias entre ellos que coinciden exactamente con el orden de rango de las
disimilitudes entre las muestras provenientes de la matriz de similitud subyacente. Las

(Clarke & Warwick, 2001).

desviaciones de esta coincidencia se expresan en términos de "estrés", donde valores <0.15
indican que el grafico es una buena representacion de la estructura general de la matriz

Para comprobar si existe un efecto de la fito-fisionomia o de algunos de los
fragmentos muestreados sobre las similitudes del perfume, se utilizd la prueba de

permutacion ANOSIM con disefio cruzado de una via (Clarke & Green, 1988). La
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identificacion de los compuestos responsables de crear los patrones de similitud/disimilitud
se hizo a través del algoritmo SIMPER, el cual muestra la contribucion porcentual de cada
compuesto a la similitud general dentro de cada poblacion. El indice pesa tanto el alcance
como la consistencia (en comparaciones entre pares de muestras) por el cual cada compuesto
contribuye a la similitud general (Clarke & Warwick, 2001). Todos los anélisis fueron
realizados con el programa RStudio 3.5.1 (Team, 2018) usando los paquetes “permute”
(Simpson et al 2019), “lattice” (Sarkar et al 2018), “vegan” (Oksanen et al 2018), “mgcv”
(Wood 2020), “nlme” (Pinheiro et al 2018) y “labdsv” (Roberts 2019).

Evaluacion de la relacion complejidad del “bouquet” versus tamafio corporal y desgate alar en machos

de Eulaema nigrita

Con el propdsito de verificar si hay efecto del tamafio y desgaste alar sobre la
complejidad y cantidad del perfume, se utilizaron correlaciones de rangos de Spearman. Para
verificar si existe correlacion entre los parametros del perfume, se realizara una correlacion

de Pearson.

Redes de interacciones individuo x recurso aromatico

Con el fin de evaluar posibles variaciones individuales dentro de cada poblacién con
relacién al recurso aromatico colectado, se adaptd la técnica de redes de interaccion
individuo-recurso alimenticio empleada en estudios de especializacion individual (Heinrich
1976; Bolnick et al 2003). Generalmente, estas redes individuo-recurso son Utiles para
evaluar patrones de uso de recursos dentro de las poblaciones, pero enfocado a modelos de
preferencia alimentar (Araujo et al 2008; Araujo et al 2009; Aradjo et al 2011). Las redes
fueron construidas a partir de una matriz individuos-compuestos quimicos, donde las filas
representaban los individuos y las columnas a los compuestos. Las celdas representaron datos
cuantitativos del &rea bajo cada pico cromatografico (corriente de iones integrada)
transformados a logaritmo como cantidades relativas, pero asemejando a las matrices hechas
para redes de interacciones individuo-recurso alimenticio (Harary 1969; Bascompte et al
2003). Los parametros de Conectividad (C), Anidamiento (N) (Araujo et al 2009; Pires et al
2011), Modularidad (M) y grado de especializacién de la Red (H2”) fueron calculados para

las redes de interaccion.
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C es la proporcién de enlaces presentes segun todas las posibilidades; valores de
conectividad bajos representan una mayor diferenciacion de nicho entre individuos (Pires et
al 2011). Se calcul6 el valor de N a través del indice NODF/100; el valor varia de 0 a 1,
donde O representa redes no anidadas y 1 redes completamente anidadas (Araujo et al 2009;
Pires et al 2011). El valor de M fue calculado a partir del indice de optima modularidad
(Newman, 2006) el cual también varia de 0, cuando estan organizados al azar, a 1, cuando
todas las interacciones se dan Unicamente dentro de modulos (Tinker et al 2012). Hy’ se
refiere a la exclusividad de las interacciones entre individuos-recursos en las redes (Bluthgen
& Klein, 2011) y fue medido de acuerdo con la ecuacion sugerida por (Bluthgen et al 2006).

Valores de H’ varian de O (individuos generalistas) a 1 (individuos especialistas).

Para verificar la significancia de los valores calculados de cada parametro, se
construyeron modelos nulos (1000 aleatorizaciones) para cada poblacion y en conjunto.
Posteriormente se calculd el promedio e intervalo de confianza (IC) del 95% de cada
aleatorizacion. Fueron considerados como significativos los valores observados mayores a
los calculados con los IC del 95%. Para comparar los valores de los parametros anidamiento,
modularidad y grado de especializacién entre individuos de cada fito-fisionomia, se calculd

el tamafio de efecto estandarizado (SES) de acuerdo con la ecuacion:

Valor observado — Mediayy;;,
DEynyLL

SES =

Los analisis fueron hechos utilizando los paquetes “RInSp” (Zaccarelli et al 2013) y
“Bipartite” (Dormann et al 2008; Dormann et al 2009; Dormann 2011) incorporados a la

version del programa RStudio mencionado anteriormente.

Resultados

Composicion del “bouquet” extraido de machos de Eulaema nigrita provenientes de fito-

fisionomias boscosas y de sabanas

Las fragancias de los individuos fueron altamente variables en términos de

complejidad, registrandose “bouquets” desde cuatro a 45 compuestos diferentes; se identifico
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un total de 61 compuestos. No se encontrd correlacion entre el nUmero de compuestos y

cantidad de fragancias de los individuos (Spearman R=0.095, p>0.05, N=65).

La Tabla 1 muestra una representacion cuantitativa de los 61 compuestos exdgenos
identificados en el perfume de todos los individuos de cada &rea. Es evidente que gran parte
de los compuestos tendieron a ser compartidos entre individuos presentes en dos 0 mas areas,
con diferencias solo en las proporciones relativas de varios de ellos. Por ejemplo, el
monoterpeno Sabineno fue un compuesto altamente presente en el perfume de individuos de
las areas REP, FIR y BR497, pero que también ocurrié en las otras tres areas como compuesto
minoritario. Situacion parecida se dio con el alquilbenceno m-Cimeno y los monoterpenos
oxigenados Oxido de trans-carvonay timol metil éter. Compuestos exclusivos de alguna area
fueron escasos, destacandose el sesquiterpeno f-bisaboleno como traza en el perfume de
individuos del a&rea CCP. También hubieron compuestos presentes como minoritarios o trazas
en individuos de varias areas, pero ausentes en otras como los sesquiterpenos a-Farneseno,

Germacreno B y 4-elemeno.

Tabla 1. Abundancia relativa promedio de compuestos presentes en las fragancias de los 65 machos
de Eulaema nigrita colectados en 6 &reas localizadas en el bioma Cerrado, clasificados en sentido
ascendente segun su tiempo de retencion (RT) en una columna capilar no polar DB-5.

RT
Compuestos (min) FG (n=11) REP (n=10)FIR (n=11) CCP (n=11) EUC(n=11) BR497 (n=11)
Etilbenceno 85 0,058 - - - -
B-Thujene 116 0,030 0,937 0,126 0,786 0,024 0,043
a-Thujene 11,7 0,270 0,694 0,325 ou3 TN o057
o-Pineno 118 [as s oese  [mer U [Leee 222000
Canfeno 125 0,113 0,330 0,222 0,078 0,115 :
Sabineno 139 200 NGNS s 2o RS
B-Pincno 14 [Pigeert - [2se T INEsE o 0,012
trans-2-Octen-1-Ol 144 0,031 0,051 0,098 - - 0,373
B-Mirceno 15 0,645 0,791 0,243 0,312 o267 [NEEEI
p-Mentatrieno 155 [ag0e [ aaa ([ase | oo [ade2 T Tass
3-Careno*** 158 - o142 - 0144  [NZ2E20NN -
p-Cimeno 16,2
m-Cimeno 16,5
o0-Cimeno 16,6
Limoneno* 16,7
Eucaliptol 16,8
cis-Ocimeno 17,9
y-Terpineno 183
p-Cresol 193 0,046 0,281 0,251 0,332 0,919 0,618
m-Cresol 194 0,931 0,482 0,324 0412 0,493 0,133
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Continuacion Tabla 1.

Compuestos
meta-Cymenene***
Terpinoleno

Benceno, 1-metil-4- (1-metiletenil) -

Nonanal
trans-isocarveol
Veratrole***
Desconocido A1*
Naftalina

a-Terpineol
cis-Dihydrocarvona
trans-Dihydrocarvona
Carvona

Oxido de trans-carvona
Indol

Timol metil éter
v-Elemene***
o-Elemene**
Copaeno*
Isoquinoleina
Escatol**
B-Cubebene**
3-Elemene
beta-Cariofileno
beta-Copaeno
trans-alpha-Bergamoteno
Selina-5 11-dieno
Humuleno
9-epi-E-Cariofileno
cis-Muurola-4 (15) 5-dieno
y-Muuroleno
B-Selinen
o-Muuroleno
a-Farneseno
p-Bisaboleno
y-Cadineno
cis-Calamenene**
6-Cadineno
Cubeneno™
o-Cadineno
Germacreno B
Cadalene

RT

(min) FG (n=11) REP (n=10)FIR (n=11) CCP (n=11) EUC(n=11) BR497 (n=11)

195
19,8
19,9
208
223
229
242
243
249
251
255
273
283
29,6
311
316
316
333
33,6
33,7
339
34

351
355
358
36,1
36,5
36,8
36,9
375
378
38,5
388
38,8
39

393
394
39,7
399
40,6
458

0,069 0,032 0,019 0,027 -
0,702 ___ 0,753 0,738
o7ss  [E2680 208 2 aze T s zs0
0,246 0,036 0,445 0,010 0,062 0,192
0,311 - 0,037 0,236 0,219 0,098
0,166 0,058 0,021 0,121 0,132
______
0,616 0,261 0,094
0,093 0,069 0,057 0,035 0,246 0,169
0,252 - - 0,105 0,178 -
0,210 - 0,046 0,312 0,340 -
0,378 0,127 0,082 0,608 0,527 0,088
I o3 oge7  [N4T69 | AgAT o558
_ 214 1741 120 23%6 1281 2614
B o0 [T N s
0,080 0,259 - 0,108 0,320 -
- 0,046 - 0,545 0,072 -
0,410 0,883 0,759 0,381 0,677 0,354
ooz ARSIz orer [N
__ - [T oo -
0,008 0,087 0,040 0,070 0,070 0,057
0,200 0375 0,585 o520 [ 55
145 1837 4081 1883 3176 2608
0,041 0,029 0,142 0,046 0,079 0,067
0,057 0,009 0,049 0,027 0,166 -
0,024 0,086 0,363 0,092 0,031 0,041
o480 [NasEEY o958 0,295 0,204 0,569
0,020 0,098 0,181 0,067 0,012 0,035
0,011 0,016 0,190 0,037 - 0,056
0,346 0,354 0,330 0,185 0,196 0,095
0,046 0,014 0,111 0,166 0,187 -
0,108 0,084 0,388 0,082 0,127 0,217
0,269 0,202 0,046 - ;
- - - 0,175 - -
0,350 0,175 0,652 0,396 0,275 0,271
- 0,216 0,152 - 0,516 0,482
0,514 0,547 0,547 0,304 0,353
0,008 0,059 0,088 0,008 0,068 0,044
0,016 0,002 0,188 0,031 0,010 0,059
0,304 - 0,163 0,052 0,087 -
0,010 0,003 0,150 0,031 0,022 0,160

Nota: se analizaron fragancias de 11 machos por cada sitio (excepto REP con 10 individuos). Los colores
indican cuanto contribuyd un compuesto en promedio al area total del pico en individuos de cada area
muestreada. los compuestos se clasifican como mayoritarios (rojo, >5% del &rea total del pico), minoritario
(naranja, 1-5%) y trazas (amarillo, <1%). Los asteriscos (*) indican los compuestos que contribuyeron
significativamente a las diferencias en el perfume entre individuos de los sitios REP y FIR segun el algoritmo

SIMPER.
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Evaluacion de la composicion del “bouquet” extraido de machos provenientes de fito-

fisionomias boscosas y de sabanas

La figura 5A muestra un grafico de escalamiento multidimensional no métrico en dos
dimensiones (nMDS) donde la distancia entre los puntos refleja la disimilitud quimica entre
individuos. El grafico nMDS no mostré una separacion visual clara de los grupos de
individuos de cada area. Cabe aclarar que la vista bidimensional del grafico es una
representacion imperfecta (valor de estrés=0.21) de la verdadera distincion entre individuos
en la matriz de similitud multidimensional. EI modelo explica un 83% de la varianza de los
datos ajustados (R?= 0.83).

El analisis de permutacion ANOSIM sugiere diferencias significativas en el perfil
quimico de al menos uno de los seis fragmentos estudiados (p<0.05), aunque el poder

explicativo del modelo fue muy bajo (R=0.06; N=65).

Las diferencias se debieron a la variacion en las proporciones relativas en 12 de los
49 compuestos que representan el 99.5% de la disimilitud del perfume entre individuos
provenientes de las areas REP y FIR, segun el algoritmo SIMPER (Tabla 1). Menos de la
mitad de los 12 compuestos responsables de las diferencias estadisticas en el perfil quimico
estuvieron presentes en una de las dos areas. Entre los que contribuyeron significativamente
a la disimilitud del perfume destacan los monoterpenos 3-Careno, Limoneno, los
sesquiterpenos y-Elemeno, cis-Calameneno, &-Elemeno, Copaeno, Cubeneno y los
compuestos aromaticos Escatol, Veratrole, meta-Cimeneno y p-Cubebeno. La mayoria de
estos compuestos son comunes en el perfume de euglosinos (Eltz et al 1999; Eltz et al 2005;
Zimmermann et al 2009), por lo que es probable que la diferenciacion quimica entre
individuos de distintas areas se produzca principalmente por variaciones en las cantidades

especificas de dichas sustancias.

16



< | FANYS! @ FES1
o 4 FES2
+© Vo A + FES3
o~ * CERR1
N o OB 4 & < CERR2
2 L o % ¥ CERR3
2 8] YA sk
- % it
o
' oo T
I I XD I l l
-1.0 0.5 0.0 0.5 1.0
NMDS1
B
i N
FES2
S ] + + FES3
i _
o S VAN
0
= o - A, A iy
Z +
| /_&‘/ .
= | nn
< l I I I l
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0
NMDS1

Figura 5. Representacién bidimensional de la similitud/disimilitud de las fragancias de 65 machos de
Eulaema nigrita colectados en los dominios del bioma Cerrado. (A) grafico escalado
multidimensional no métrico (nMDS) basado en el indice Bray-Curtis (estrés=0.21) en las 6 areas de
colecta. Los ejes son dimensiones de distancias simples sin unidades; la distancia/proximidad entre
los puntos representa la disimilitud/similitud quimica de las fragancias individuales. (B) grafico
nMDS visualizando Unicamente las muestras de FES2 y FES3 (estrés=0.12). Nota: FES1: FG; FES2:
REP; FES3: FIR; CERR1: CCP; CERR2: EUC; CERR3: BR-497.
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Correlaciones entre la complejidad del “bouquet”, tamariio corporal y desgaste alar

Ningunos de estos rasgos del morfoldgicos estuvieron relacionados a la cantidad del
perfume en ninguna de las poblaciones (Tabla 2). En cuanto a la complejidad del perfume,

las medidas de desgaste alar mostraron una correlacion positiva en todas las poblaciones

(Figura 6-B).
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Figura 6. Relacion entre las medidas de desgaste alar (A - Desgaste tradicional; B - Porcentaje de
desgaste alar) y el namero de compuestos en el perfume de machos de Eulaema nigrita colectados en
fito-fisionomias boscosas y de sabana del bioma Cerrado. Valores de la correlacion son mostrados en

la Tabla 2.
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Tabla 2. Resultados de los andlisis de correlacion de Spearman entre las variables del perfume
(cantidad y complejidad) y variables morfoldgicas calculadas a partir de machos de Eulaema nigrita
capturados en fito-fisionomias boscosas y de sabana del bioma Cerrado.

Variable A
Cantidad

Cantidad
Cantidad
Complejidad

Complejidad
Complejidad

Variable B

Anchura maxima de la cabeza

Anchura maxima de la cabeza

N

Desgaste tradicional (Rebélo & Garofalo, 65
1991)

Porcentaje de desgaste alar

65
65

Desgaste tradicional (Rebélo & Garofalo, 65
1991)

Porcentaje de desgaste alar

65
65

Spearman R

-0.1057958

0.02459521
-0.1075281
0.3749991

0.3198002
0.0439093

Y
0.4016

0.8458
0.3939
0.002085

0.009408
0.7284

Redes de interacciones individuo x recurso aromatico para cada fito-fisionomia

En general, las redes de interaccion presentaron baja conectividad, baja modulardad

y bajo grado de especializacion individual (Tabla 3; Figura 7A-B), por lo tanto, no se

evidencia variacion en el uso del recurso aromatico por parte de los individuos de El. nigrita.

Sin embargo, el anidamiento registré valores intermedios significativos superior al 50% en

ambas fito-fisionomias, lo que sugiere diferencias en el nivel de especializacion de los

individuos. El tamafio de efecto (SES) fue similar en las redes de ambos ambientes, indicando

un patron de anidamiento semejante entre si.

Tabla 3. Valores de los pardmetros las redes de interaccion individuo-recurso aromatico para Eulaema
nigrita en cada tipo de ambiente. Nota: FES: Bosque Semideciduo Estacional; CER: Cerrado sensu
stricto; C: conectividad; N: anidamiento; Hx’: grado de especializacion; M: modularidad.

CER FES
Observado Cl 95% SES Observado Cl 95% SES
C 0.3136 0.3239
N 0.5628 0.1460-0.1508 10.6501 0.5118 0.0888-0.0938 10.4663
H,’ 0.2327 0.9967-0.9969 2227.99 0.2375 0.9983-0.9984  2319.573
M 0.2025 0.0017-0.0018  310.2348 0.2166 0.0180-0.0181  348.6596
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Figura 7. Redes de interacciones bipartitas de machos de Eulaema. nigrita provenientes de Bosque
Semideciduo Estacional (A) y de Cerrado sensu stricto (B). Las lineas representan la interaccion entre
los individuos (recuadro izquierdo) y los compuestos quimicos (recuadro derecho).
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Discusion

Como contribucidn de este estudio al conocimiento sobre la quimica del perfume de
machos euglosinos, se destaca (i) la gran cantidad de componentes del perfume de machos
de EI. nigrita; (ii) la similaridad quimica en el perfume de individuos colectados en ambas
fito-fisionomias muestreadas; (iii) el patron anidado de la redes de interacciones individuo-
recurso aromatico en los dos tipos de ambiente; y (iv) la relacion positiva entre la complejidad
del “bouquet” y medidas del desgaste alar de los machos. Este conocimiento puede ser
tomado como un punto de inicio en el estudio del perfume de comunidades de euglosinos en

distintos ecosistemas brasilefios.

Composicién del perfume de Eulaema nigrita

La mayoria de los compuestos exdgenos identificados en el perfume de El. nigrita
pertenecen a diversas clases de terpenos y compuestos aromaticos encontrados en las
fragancias de machos de Eulaema cingulata Fabricius (Whitten et al 1989) y varias especies
del género Euglossa (Eltz et al 2005; Zimmermann et al 2009; Pokorny et al 2013). Por
ejemplo, el escatol es un compuesto aromatico asociado a la madera en descomposicion que
ha demostrado ser atrayente para machos de Eulaema cingulata y Euglossa purpurea
Frieseen bosques de América Central (Whitten et al 1989; Whitten et al 1993) y se ha
encontrado en el perfume de varias otras especies de Euglossa (Zimmermann et al 2009). En
este estudio, el escatol fue bastante frecuente en el perfume de individuos de FG y REP,
mientras que, de los 33 machos colectados en ambientes de sabana, s6lo cuatro registraron el
compuesto. Exceptuando algunas especies vegetales de Araceae como fuentes florales de
escatol (Smith & Meeuse, 1966), no existe evidencias que sugiera una abundante oferta de
dicho compuesto aromatico a partir de fuentes florales (Gerlach & Schill, 1991; Kaiser,
1993).

Por lo tanto, a menos que existan fuentes florales desconocidas, es posible que el
escatol colectado por machos euglosinos provenga principalmente de fuentes vegetales no
florales, por ejemplo, madera en descomposicidn, corteza de troncos con heridas infectadas

por hongos y heces fecales (Whitten et al 1993). Esto explicaria la mayor presencia de escatol
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en el perfume de individuos provenientes de fito-fisionomias boscosas, ya que este tipo de
fuentes se tornarian méas abundantes debido a la mayor humedad que tales ambientes
conservan cuando son comparados con las fito-fisionomias de sabanas. Del mismo modo, se
encontraron otros compuestos de potencial origen no floral, como el Indol, Carvona y
Dihydrocarvona anteriormente encontrados en el perfume de El. cingulata (Whitten et al
1989). Estos compuestos también pueden ser obtenidos de flores, habiendo preferencia de
los machos por colectar a partir de tales fuentes (Williams, 1982). Sin embargo, colectar
algunos de estos compuestos a partir de fuentes no florales mas abundantes y duraderas como
la madera en descomposicion podria ser de mayor provecho para el “bouquet” de los machos

(Whitten et al 1993), un fendmeno plausible en poblaciones de El. nigrita del Cerrado.

Otro compuesto a destacar es la presencia del 6xido de trans-carvona en el perfume
de El. nigrita de las seis areas muestreadas; es un epdxido de monoterpeno atractivo para
machos de diferentes especies de Eulaema (Whitten et al 1986; Whitten et al 1989; Brandt
et al 2019; El-Sayed, 2020). Ademaés de ser el compuesto mayoritario de la fragancia floral
de al menos diez especies de Orchidaceae, también ha sido aislado de las flores de especie
Dalechampia spathulata (Euphorbiaceae) (Whitten et al 1986). Asumiendo que la presencia
del 6xido de trans-carvona en plantas que no estan intimamente relacionadas o que son
taxondmicamente distantes son un producto de la convergencia evolutiva en recompensas
quimicas (Whitten et al 1986; Brandt et al 2019), no seria inverosimil pensar que este
fendmeno se presente entre especies de Euphorbiaceae distribuidas en areas del Cerrado

como las aqui muestreadas.

Efecto del ambiente sobre el perfume de Eulaema nigrita

El perfume de individuos de El. nigrita pertenecientes a ambientes boscosos fue
qguimicamente similar al de aquellos colectados en ambientes de sabana. Al menos dos
hipotesis no excluyentes podrian explicar tal resultado. Una de ellas seria que las diferencias
floristicas entre fito-fisionomias boscosas y de sabana no se ven reflejadas en la
disponibilidad de fuentes aromaticas usadas por los machos. Pokorny et al (2013) analizaron
el perfil quimico de poblaciones de Euglossa dilemma en ecosistemas de bosque costero y
bosque de interior en la peninsula de Yucatan-México, encontrando similaridad quimica en
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el perfume de poblaciones de diferentes ambientes. Sin embargo, mediante el mismo analisis,
los autores destacan diferencias en el perfume entre poblaciones costeras y de interior en la
especie Euglossa viridissima debido a la alta proporcion del compuesto L97 (“fatty acid
lactone derivative of linolenic acid”) en el “bouquet” de poblaciones costeras ocasionado por
su supuesta alta disponibilidad. Por el contrario, en este estudio no se evidencia dominancia
de algtn compuesto en individuos de El. nigrita de algtin ambiente en particular, lo que apoya
la idea de una oferta de olores similar en distintos ambientes del Cerrado.

Otra posible causa de la similitud del perfume de individuos de ambos ambientes seria
la alta capacidad de vuelo que se les atribuye (Janzen, 1971; Kroodsma, 1975; Ackerman et
al 1982) asociada a la plasticidad de forrajeo de El. nigrita con relacion al uso de recursos.
Considerando dichas caracteristicas junto a la presencia de otros tipos de fito fisionomia
dentro del paisaje del Cerrado (Figura 1B) es posible que los machos puedan explotar otros
recursos en sitios circundante al area de estudio. Aunque existe controversia sobre el tamafio
de las areas cubiertas por machos euglosinos durante la actividad de colecta (Zimmermann
et al 2009), el amplio rango de vuelo de los individuos posibilita que puedan acceder a una
amplia gama de recursos dentro del paisaje diverso del Cerrado. Por lo tanto, es factible que
la similaridad quimica en el perfume de individuos de distintas areas estén intimamente

relacionada con la capacidad de dispersién de los machos.

A pesar de la semejanza del perfume entre machos de bosque y de sabana, hubo una
diferencia significativa en la composicion del perfume de individuos de REP y FIR. Este
resultado sugiere que, al no existir un efecto de la fito-fisionomia sobre la composicion del
perfume (al menos a nivel cualitativo), podria haber un efecto de la estructura del paisaje
sobre el uso de las fuentes aromaticas. Es decir, la heterogeneidad contrastante del entorno
circundante a las areas de REP y FIR (Figura 1B) podria estar influyendo gradualmente la
obtencion de recursos aromaticos o las preferencias innatas de los machos de El. nigrita.
Aunque los fragmentos boscosos de REP y FIR son floristicamente semejantes (al menos
desde el estrato arbdreo) y de tamafio similar (Lopes et al 2012), existe una aparente baja
conexion entre ellos (considerando la cobertura vegetal del paisaje, Figura 1B) que estaria
generando un aislamiento incipiente entre individuos de ambos sitios, indicadas por las

diferencias en el perfume.
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Relacion entre el perfume y rasgos morfolégicos asociados al “fitness”

Los resultados de las correlaciones encontradas entre fenotipos de la fragancia de
euglosinos y la anchura méaxima de la cabeza (indicador del tamafio corporal) resultaron ser
débiles y no significativas. Este resultado estd basado en una muestra relativamente grande
de individuos de El. nigrita. La falta de correlacion positiva entre cantidad/complejidad del
perfume y pardmetros medibles asociados al tamafio coincide con los resultados negativos
hallados en poblaciones de Eg. viridissima y Eg. dilemma en México (Eltz et al 2015) y con
resultados similares encontrados en Euglossa tridentata en bosques humedos de Panama
(Eltz, 1997).

De acuerdo con comentarios personales publicados por Eltz et al (2005), no existe
indicios de que el tamafio corpdreo sea un rasgo importante de seleccion sexual en machos
euglosinos. Individuos de grande talla no parecen tener ventajas sobre individuos de menor
tamano a la hora de colectar el recurso volatil. Eltz et al (2015) han observado especies de
euglosinos de diferente porte forrajeando juntos en una misma trampa aromatica de manera
sincrénica y sin tendencias a monopolizar tal fuente. Esto podria estar ocurriendo en las
poblaciones de El. nigrita estudiadas, donde se colectaron individuos de tamafios variados,

muchos de ellos pequefios en comparacion a los tamarfios referenciados en las hembras.

El desgaste alar fue el parametro del fitness asociado a por lo menos uno de los rasgos
fenotipicos del perfume (complejidad) de El. nigrita. Esto coincide con lo encontrado por
Eltz et al (2015) en individuos de Eg. dilemma y Eg. viridissima en México, donde también
se observaron valores de correlacion positiva pero débiles. No encontrar fuerte asociacion
entre rasgos fenotipicos del perfume y el desgaste alar puede ser consecuencia de la baja
exactitud de este Gltimo como medida predictora de la edad o de las caracteristicas
individuales de los machos que influyen en la velocidad de adquisicién del perfume (Eltz et
al 1999). Por ejemplo, machos euglosinos con una tasa de desgaste alar acelerada pueden
mostrar baja capacidad de forrajeo de compuestos (Eltz et al 2015), afectando la precision de
las medidas de desgaste alar como indicadores de edad. Otro caso seria el de individuos mas

viejos que han perdido parte de su carga aromatica (Eltz et al 2015), aunque esto iria en
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contraposicion de la hipotesis de acumulacion de fragancias a largo plazo (Eltz et al 1999),

a excepcion de que el perfume sea verdaderamente gastado en actividades reproductivas.

Por otro lado, la falta de correlacién entre la cantidad del perfume y el desgaste alar
en machos de El. nigrita contrasta con lo registrado para Euglossa cognata en Panama (Eltz
et al 1999) y Eg. viridissima en México (Eltz et al 2015). Es de esperar que se encuentre una
correlacion positiva entre cantidad del perfume y desgaste alar, considerando que la masa
poblacional de machos euglosinos colectados en diferentes levantamientos faunisticos son
conformados mayormente por individuos jovenes (Eltz et al 1999; Pokorny et al 2013; Eltz
et al 2015), incluyendo comunidades de formaciones boscosas del Cerrado (Tosta et al 2017).
El resultado distinto de este estudio podria haber sido ocasionado por las limitaciones en la
deteccidn de pequefios picos cromatograficos y/o en la estimacion de proporciones durante
el analisis GC-MS, por el método cromatografico empleado o por las diferencias entre los

procesos de extraccion del perfume.

De cualquier modo, la relacion entre “blends” aromaticos y la edad como reflejo de
la capacidad de sobrevivencia continta siendo demostrada en abejas de las orquideas (Eltz
et al 1999) y congruente con la teoria subyacente a eleccion femenina de individuos machos
con alta calidad genética (Zahavi et al 1975; Brooks & Kemp 2001). Por supuesto, el aumento
del éxito reproductivo en los machos y la reduccion del riesgo de apareamientos hibridos
genéticamente inferiores en la seleccion de las hembras son los mayores beneficios al
“fitness”. No obstante, el “fitness” de un individuo rara vez depende sélo del éxito
reproductivo. De hecho, los beneficios asociados a otros componentes del “fitness”
igualmente importantes como la viabilidad/sobrevivencia a menudo resultan perjudicados (o
inalterados) en beneficio del éxito de apareamiento (Brooks & Kemp 2001). Por ejemplo,
experimentos de copula demostraron que las hembras del insecto hemat6fago Lutzomyia
longipalpis Lutz & Neiva prefirieron aparearse con machos de edad intermedia por encima
de machos jovenes o viejos (Jones et al 2000), sin ninguna afectacion en el éxito reproductivo
de la hembra, a excepcién de una disminucién en la tasa de eclosion de huevos engendrados
por machos mas viejos. Es posible que la acumulacién de un elaborado perfume en machos
euglosinos imponga costos a la sobrevivencia, pero sin comprometer el fenotipo de fragancia

optimo de la especie preferido por las hembras.
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Redes anidadas en Eulaema nigrita

Las métricas calculadas para las redes individuo-recurso quimico indican que los
machos de El. nigrita utilizaron una gama de compuestos similar entre todas las poblaciones,
tendiendo a un habito generalista. Las redes mostraron anidamiento significativo superior al
50% en ambas fito-fisionomias. Interpretando de forma analoga a las redes alimenticias,
dichos valores sugieren que las poblaciones estan compuestas tanto de individuos generalista
como de individuos selectivos. De acuerdo con Pires et al (2011) los patrones anidados
resultan ser bastante comunes en andlisis de redes troficas, con individuos mostrando
preferencias similares por sus recursos principales, pero diferencidndose en su disposicion
para colectar recursos alternativos en escenarios de escases. Analogamente, este patron
podria estar ocurriendo con los machos de El. nigrita y sus recursos quimicos debido a
distintas respuestas fenotipicas de los individuos (Bolnick et al 2003; Bolnick et al 2007)

frente a las presiones ambientales de cada fito-fisionomia.

Por ejemplo, diferencias en la edad de individuos de El. nigrita podrian ser un reflejo
del patron anidado de estas redes, con machos jovenes (“selectivos”) interactuando
Unicamente con un subconjunto propio de los recursos mayormente asociados a los
individuos mas viejos (“generalistas”). Variaciones en la capacidad comportamental de los
individuos de buscar o manipular determinados recursos pueden influir diferencialmente en
la eficiencia de forrajeo de los mismos, generando variacion intra-poblacional en el uso del
recurso (Bolnick et al 2003), aunque no necesariamente desencadenando en nichos quimicos

distintos.

Por otro lado, el patron de las redes aqui generadas parece no ser altamente anidado
como en aquellos mostrados en publicaciones de redes tréficas (Aradjo et al 2010; Pires et
al 2011). De acuerdo con Bascompte et al (2003), el anidamiento incrementa junto al nimero
de interacciones de una red la cual es una medida de la complejidad de esta. De hecho, dichos
autores demostraron que el anidamiento de 14 redes bipartitas es significativamente menor
al del conjunto de redes tréficas (con un nimero de especies e interacciones mayor) del que

fueron extraidas. Por consiguiente, es plausible que, incluir mas tipos de recursos (tipo de
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compuestos) en los analisis de redes de EIl. nigrita generaria cierta variacion en los valores

de anidamiento obtenidos.

Etapas futuras

De manera general, este estudio presentd informaciones pioneras sobre el perfil
quimico del perfume de una especie de euglosino, El. nigrita presentes en areas del bioma
brasilefio Cerrado. De hecho, éste estudio seria el primer abordaje sobre la quimica del
perfume de machos euglosinos en ecosistemas brasilefios y sudamericanos, pues actualmente

no se tiene registro sobre otros estudios de esta indole para estas latitudes.

A través del método de extraccion empleado, se pudo identificar un minimo de 61
compuestos exdgenos formadores del perfume de machos de El. nigrita, un nimero
relativamente semejante a lo observado en trabajos publicados (Eltz et al 1999; Eltz et al
2005; Zimmermann et al 2009). Aun asi, para tener mayor certeza sobre la conformacion
quimica de dicho perfume, otros estudios deberan implementar métodos de extraccién del
perfume distintos al utilizado aqui y/o comparables a aquellos usados en la mayoria de las
publicaciones, por ejemplo, la extraccion del perfume en solucién de hexano o el método de
micro-extraccion en fase solida (“SPME”). Estos métodos serian capaces de extraer un perfil
guimico potencialmente mas completo, capturando compuestos organicos semivolatiles mas
complejos que podrian hacer parte del perfume y hasta tener algin papel funcional en el
“display” sexual de los machos. De cualquier modo, se tendria una idea mas precisa sobre la

variabilidad intraespecifica del perfume en machos de El. nigrita.

Con respecto a la similaridad quimica observada en el perfume de poblaciones del
Cerrado, para corroborar ese resultado sera necesario analizar el perfume de individuos
colectados en el periodo seco-frio, contrastandolo con las informaciones del periodo himedo-
calido mostradas aqui. Adicionalmente, futuras investigaciones deberian analizar
poblaciones de El. nigrita presentes en otros biomas brasilefios, principalmente en “Mata
Atlantica” y selva Amazonica, conocidos por alojar una mayor abundancia de estas abejas
(Dressler, 1982; Nemésio & Silveira, 2007; Ramirez et al 2010). Encontrar similaridad o
variacion estacional y geogréafica en la quimica del perfume reafirmaria el concepto de

especie-especificidad del perfume (Eltz et al 2005) para comunidades insertas en ecosistemas
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brasilefios, ademas de permitir nuevas comparaciones con los resultados mostrados en este

estudio.

Referente a la correlacion positiva entre el perfume de El. nigrita y el desgaste alar
como medida de la edad, futuros estudios podrian continuar indagando sobre posibles
factores que estén influyendo en la fuerza de dicha relacion. Como ya fue mencionado por
Eltz et al (2015), trabajos posteriores tendran como desafio encontrar un parametro indicador
de la edad mas preciso que las medidas de desgaste alar a ser correlacionado con rasgos

fenotipicos del perfume de euglosinos.
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