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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.



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 Amazonicay 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 descomposicién 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 dara la copula (Stern, 1991). La seleccion 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 Gltimo
(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).

Aunqgue se desconoce exactamente cudl es la funcién de las fragancias de euglosinos
en la comunicacion quimica de los mismos, trabajos previos han arrojado evidencias sobre

la importancia de éstas como rasgo de sefializacion sexual implicado en el aislamiento



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 arométicos 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 sefializacion 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 simpatricas 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 el de 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 méas 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.

CONCLUSION

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 métodos usados en la mayoria
de las publicaciones, por ejemplo, la extraccion del perfume en solucion de hexano o el
método de micro-extraccion en fase solida (“SPME”). Estos métodos serian capaces de
extraer un perfil quimico potencialmente mas completo, capturando compuestos organicos
semivolatiles mas complejos que podrian hacer parte del perfume y hasta tener algin papel
funcional en el sistema de comunicacién quimicas sexual de los machos. De cualquier modo,
se tendria una idea mas precisa sobre la variabilidad intraespecifica del perfume en machos

de EI. nigrita.

Con respecto a la similaridad quimica observada en el perfume de poblaciones del
Cerrado, para corroborar ese resultado serd necesario analizar el perfume de individuos

colectados en el periodo seco-frio, contrastandolo con las informaciones del periodo humedo-



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

estudio.

Referente a la correlacién 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 tendrdn como desafio encontrar un parametro indicador
de la edad maés preciso que las medidas de desgaste alar a ser correlacionado con rasgos
fenotipicos del perfume de euglosinos.
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