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RESUMO

SILVA, Luiza Eduarda Basilio, M.Sc., Universidade Federal d@34, fevereiro
de 2019Interacao ecoldgica entresScotocryptus (Coleoptera, Leiodidae) e duas
espécies ddeipona (Hymenoptera, Apidae).Orientadora: Maria Augusta Lima
Siqueira. CoorientadoCristiano Lopes Andrade.

As abelhas sem ferrdo séo importantes polinizadores d@édRdleotropical e
mantém interacdes ecoldgicas com diversos grupos deismgss, tais como
fungos, bactérias, acaros e varios insetos, conmubEsLeiodidae, Scotocryptini.
Scotocryptusao besouros cegos, que nao conseguem voar e que wiizdoelhas
operarias como dispersoras, por meio de foresia. Nesallio foi avaliada
interacdo entrescotocryptuse duas espécies de abelhas sem feivEipona
mondurye Melipona quadrifasciataO comportamento de subida desses besouros
em operarias forrageiras e nutrizes das duas espéciesldasatni estudado por
meio de ensaios comportamentais conduzidos em condigigsoladas.Os
besouros foram mantidos em arenas em quatro diferentes dé/éfratamentos:
com forrageiras deMl. mondury nutrizes deM. mondury forrageiras deM.
guadrifasciataou nutrizes deM. quadrifasciata onde foram testadas: &
frequéncia de subida dos besouros nas abelhas ; 2- agpadgd da abelha com
maior preferéncia de subida pelos besouros e 3- a sobrelai\dbs besouros e das
abelhas ao longo do tempo. A frequéncia de subida dos besouraiér em
abelhas forrageiras do que em abelhas nutrizes, independatdeia espécig?

= 27.72; g.l. = 3; p < 0,001). As pernas das abelhas forame g corpo com
maior frequéncia de subida em ambas as esp@gies 8.93; g.l. = 6; p = 0,004).

A sobrevivéncia dos besouros foi maior quando eles intaragiom forrageiras
de M. mondury(Log-Rank: > = 15.9; g.1. = 3; p = 0,0012) do que com abelhas de
outras idades e de outra espécie. A sobrevivéncia dassabeldderentes espécies
e idades mantidas associadas aos besouros ndo faidaltpelos diferentes
tratamentogy? = 4.9; g.l. = 3; p = 0,18). Nossos resultados demonstram que 0s
besouros séo capazes de reconhecer diferentes espiglcides das abelhas. Além
disso, eles apresentaram uma maior preferéncia porriagdarageiras, idade na
qual as abelhas realizam forrageamento e que, portant@isizes de dispersarem

0s besouros.



ABSTRACT

SILVA, Luiza Eduarda Basilio, M.Sc., Universidade Federal @®34, February,
2019. Interacdo ecoldgica entreScotocryptus (Coleoptera, Leiodidae) e duas
espécies deMdipona (Hymenoptera, Apidae). Advisor: Maria Augusta Lima
Siqueira. Co-advisor: Cristiano Lopes Andrade.

The stingless bees are important pollinators of the Npiotil Region and maintain
ecological interactions with diverse groups of organissush as fungi, bacteria,
mites and several insects, such as Leiodidae, Scotocripetties Scotocryptus
are blind, flightless beetles that use worker bees asrdeethrough phoresy. In
this work, we investigated the interaction betw&eotocryptusand two stingless
bees Melipona monduryand Melipona quadrifasciatdVe studied the climbing
behaviour of these beetles on workers of both speniesthiological bioassays
conducted in controlled conditions. The beetles were kepirenas with four
different levels of treatments: with foragers M mondury nurseries ofM.
mondury foragers oM. quadrifasciataand nurseries d¥l. quadrifasciatawhere
it was tested: 1- the climbing frequency of beetie$ees 2- the preferred part of
the bee’s body by climbing beetles and 3- the survivadetids and bees over time.

The frequency of beetles climbing of was higher in foratjean in nurseries bees,

regardless of specieg?(= 27.72, g.l. = 3, p <0.001). Bees' legs were the most

frequent part of the body climbed in both specj@s=(18.93, g.Il. = 6, p = 0.004).
The survival of the beetles was higher when they intedagithM. mondury(Log-
Rank:y?2 = 15.9; g.l = 3; p = 0.0012) foragers than with bees of aibes and
species. The survival of bees of different species arsl mgatained with beetles
was not affected by the treatmeng € 4.9; g.l. = 3; p = 0.18). Our results
demonstrated beetles are able to recognise the age and sgdmes. Moreover,

beetles preferred to climb on foragers, when lbezable to disperse the beetles.

Vi



1. Introducéo

Os meliponineos (Apidae: Meliponini), também conhecidos calpathas
sem ferrdo, sdo os polinizadores mais importantes daidarEropical (Duarte et
al., 2016). No Brasil, a familia Apidae é responséavel por 7d%tdl de casos de
interacdo planta-polinizador, sendo ddeliponarepresenta 5% dessas intera;de
(Giannini et al., 2015). As abelhas sem ferréo s&o genasaéisvisitam um vasto
nimero de plantagomo demonstrado cohktypotrigona pothieri que visitou 54
espécies de plantaselipona marginata visitante de 173 espéciesMelipona
favosa visitante de 38 espécies (Lobreau-Callen et al., 199hdfieGiovannini
& Imperatriz-Fonseca, 1987; Engel & Dingemans-Bakels, 1980 apud H889
Heard, 1999). Além disso, essas abelhas conseguem adaptaeridéeib forrageio
as plantas introduzidas, como € o caso das abelhas sem feo#opicais que
forrageiam enkucalyptussp. introduzido (Heard, 1999). Dessa forma, as abelhas
sem ferrdo constituem um grupo de importancia ecologiddrasil e na América
Tropical, pois atuam como espécies chave: varias plantimais— direta e
indiretamente - necessitam da polinizacao cruzadaadalgor essas abelhas.

Meliponini possui diversos organismos hospedeiros assoca&mpseus
ninhos, tais como acaros, colémbolos, besouros leiodit@ges mutualisticos ou
bactérias (Roubik, 2006). Os besouros em ninhos de abelhas pa&idem s
classificados como espécies parasitas, predadorque utilizam subprodutos da
colénia (Yanega & Lescher, 1994). O besofethina tumidapor exemplo, € um
parasita comumente encontrado em colénia&pie melliferae também é atraido
por odores de colbnias de abelhas sem ferrdo (Bobadale2218). Besouros da
familia Nitidulidae também podem causar danos as coléniaglifonineoscomo
Haptoncus luteolusgue é praga de frutas e foi relatado em diversas colbnias de
abelhas sem ferrdo (Krishnan et al., 2015). Além dos besparasitas, existem
também alguns individuos que sao hospedeiros de ninhos de amthéesrrao,
como € o caso ddacotocryptus

Scotocryptini(Coleoptera: Leiodidae) € um taxon quassui nove géneros
distribuidos pelo globo, sendo seis deles presentemgigorNeotropical (Peck et
al., 1998; Peck, 2003). Quatro géneros de Scotocryfatinim descritos como

inquilinos em coldnias de diferentes géneros de abelhasesegin (Peck 2003):



ScotocryptusGirard, 1874 Scotocryptode®ortevin, 1907 SynaristusPortevin; e
ParabystusPortevin, 1907 (Peck et al., 1998).

Scotocryptupossuem adaptacdes morfolégicas que favorecem seusshabito
de vida como inquilinos, como a perda das asas e dos akosda forma do corpo
compacta e arredondada. Esses besouros possuem tambdiinaqied que
favorecem o processo de disperséo por foresia, combenteas mandibulas, que
facilitam que se agarrem as pernas das abelhas hospedeirad) getas forem
forragear (Salt 1929; Roubik & Wheeler 1982; Peck 2003). As larvalsétam
exibem adaptacdes ao inquilinismo, como compressao dorsdyveatezteristica
gue auxilia esses individuos a se protegerem e refugiarefrestss dos ninhgs
onde as larvas sdo normalmente encontradas. Além disdarvas apresentam
perda da estemata, estrutura responsavel pela percepcaostram individuos
imaturos, ndo necessaria &eotocryptusuma vez que uma vez que eles vivem em

ambientes permanentemente escuros (Wheeler, 1985).

As larvas e adultos dos besouros utilizam subprodutos nlogspara sua
alimentacéo, atuando como consumidores de polen, feaag@sfque crescem nas
colénias hospedeiras (Peck, 2003). As abelhas sem ferrdalacoufezes em areas
restritas dentro dos ninhos, distantes da cria e desslode armazenamento de
alimento. Esses locais facilitam o crescimento de fungs podem ser usados,
juntamente com as fezes, como recursos alimentarep@esouros presentes nas
colénias (Roubik & Weller, 1982). Provavelmente, tanto asdaceano os adultos
desses besouros atuam como agentes de limpeza dos ninhestaaddo-se desses

rejeitos presentes nas coldnias hospedeiras (Peck, 2003).

Apesar da importancia das abelhas sem ferrdo para a ngiwtdas
ecossistemas terrestres nacionais, pouco se sab®sabganismos que interagem
com suas colbnias e ha poucos estudos sobre o0 papel qgsew®belesempenham
na dindmica colonial. Pesquisas que avaliaram o papelnteaacbes ecologicas
dos besouros com essas abelhas sdo escassos e, na dasovezes, antigos
(Bezerra et al. 2000; Peck 2003). Consequentemente, estaxtmsdmicos,
ecolégicos e etologicos sobre esses besouros podestdorimformacdes que
contribuam para a conservagao dos Meliponini, que pespacies ameacgadas de

extingdo no Brasil. Portanto, € fundamental conhecer,relesce comparar



espécies de besouros simbiontes que vivem em ninhos de melgsiiasileiros,

para posteriormente avaliar as interacfes ecologitas esses dois grupos de

organismos.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Avaliar o comportamento de subida de beso@wstocryptusp. em duas

espécies de abelhas sem ferfdelipona quadrifasciata Melipona mondury

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar as interacdes entre os dois grupos, analisagaéncia de subida

dos besouros nas abelhase existe preferéncia no comportamento de
subida dos besouros em abelhas de espécies e idadasekfere

Mensurar a frequéncia de subida dos besouros em diferemtes ga
corpo das abelhas;

Verificar se existe preferéncia dos besouros por abelh@asnpentes a
colénia da qual eles foram previamente coletados;

Comparara sobrevivéncia dos besouros e das abelhas ao longo do tempo

guando eles sdo mantidos associados ou isoladamente

3. Reviséao Bibliografica

3.1. Meliponineos

Os meliponineos (Apidae:Meliponini) compreendem um variado grupo de

insetos eussociais que se distribuem nas regides troghicgisbo (Barbosa et al.,

2018). Conhecidas popularmente como "abelhas indigenasesém"f o grupo

possui cerca de 400 espécies que tém grande importancia nzagéabn(Lima et

al., 2013). As abelhas sem ferrdo possuem trés cardacéeriptincipais que as

distinguem das demais abelhas: 1. Reducdo e enfraquecimergo/ala ma asa;

2. Presenca de uma estrutura composta por longas enessisterdas, chamada de

penicillum (estrutura exclusiva diéeliponini); 3. Reducéo do ferrdo (Wille, 1983).

Provavelmente, a Africa foi o centro de origem das abedbas ferrdo

(Wille, 1979), o que é indicado por trés fatores: 1- Asasata tectdnica de placas



e deriva continental, uma vez que, as abelhas teriamdsuegitre Cretaceo e
Terciario. 2- Registros fosseis datados do inicio deideo (descritos por Kelner-
Pillaut). 3- Habitos ancestrais de diversos grupos de metiposafricanos (Wille,

1983).

Os meliponineos apresentam uma grande diversidade da arquiteseus
ninhos, porém é provavel que ndo se conheca nem a metatipodode ninhos
dessas abelhas e que poucos tenham sido estudados adequadameiie2(R6).
Geralmente, seus ninhos sdo construidos com cerume, gsisteate uma de
mistura de cera e prépolis. Outros materiais também paaanctoletados e
utilizados nas construgbes dos ninhos, tais como: matedial, fezes de
vertebrados e lama (Wille, 1983).

Em alguns casos, o reconhecimento das espécies pddeécsatravés das
entradas dos ninhos (Roubik, 2006) e existe uma relacdo entrarttada entrada
do ninho e o fluxo de forrageio das operarias. As entradesaagpossuem maior
fluxo de operariganas entradas menores sdo melhores protegidas contra inimigos
naturais (Couvillon et al., 2008). A arquitetura interna dolsas também é variavel
entre as espécies. As células de cria e potes de aanazeio de alimentos podem
apresentar varias formas e arranjos (Roubik 2006). Os hédbitodificacdo variam
muito dentro de Meliponini, inclusive dentro dos génergpéEies d€lebeig por
exemplo, podem nidificar em diferentes locais, comados de arvores ou caules
ocos, em fendas em rochas, em buracos feitos parsocanimaisou em ninhos de
cupins (Roubik, 2006). A construcdo dos ninhos de Meliponini sged@rma
progressiva. O material utilizado na construcéo e partich@nto sdo coletados
de um “ninho-mée” e uma rainha jovem voa desse ninho, para o nhovo ninhe. Ess
conexdo entre “ninho-mae” e “ninho-filho”, pode durar de semanas a meses (Wille

& Orozco 1974; Wille, 1983; Roubik 2006).

As abelhas sem ferrdo possuem diferentes mecanismosdeicacao, que
permitem indicar, umas as outras, os locais onde podeemsentrados recursos
alimentares (Kerr, 1960\ comunicacdo acustica e a formacéo de trilhas de cheiro
estdo entre as estratégias utilizadas para a indicagacaliaacdo das fontes de
alimento as companheiras de ninho (Nieh & Roubik, 19P&jona postica por

exemplo, faz diversos voos entre a fonte de alimentmregrada até o ninho



Durante esse percurso, a operaria utiliza suas secreaddslgres para demarcar
pontos especificos no caminho. Em geral, esses pontosasdados a cada dois
metros, para permitir que as companheiras de ninho reconbgganturso e sigam
a trilha (Wille, 1983).

As coldnias de abelhas sem ferréo sé@o constituidas de snadémeas,
sendo as fémeas divididas entre rainhas e operAriagtilizacdo dos ovocitos - ou
auséncia dela - resultard na determinacdo do sexo dasasabem ferréo (Vollet-
Neto et al., 2018). Ovdcitos fertilizados originarao fémeas, ebtojwpe ovocitos
nao fertilizados dardo origem aos machos. A producdo deasamhoperarias é
determinada geneticamente e por diferencas na qualidade elgdame alimento
oferecido as larvas das fémeas (Velthuis et al., 2005).

A formacdo de uma nova colbnia ocorre quando rainhas virgens da
colénia-mée para acasalarefs rainhas virgens acasalam nos primeiros dias de
vida, preferencialmente entre 804 h. Alguns estudos apontam que rainhas de
Meliponaacasalam mais jovens do que rainhas de outros génexitet &/Neto et
al.,, 2018). Na maioria das espécies estudadas, apenas um meatiha a
fertilizacdo da rainha (Karcher et al., 2013 apud Peters é08B). A maioria das
espécies € monoginica, sendo a poliginia frequentemestgvalda apenas em
Melipona bicolor(Vollet & Neto et al., 2018).

3.2. Interagdes ecoldgicas entre meliponineos e outros organismos
As abelhas sem ferrdo sdo organismos que desempenham unamgort
papel na manutencdo dos ecossistemas em virtude dos seatgigmolinizacao
(Duarte et al., 2016). Essas abelhas também mantém interdedautualismo,
parasitismo, inquilinismo e comensalismo com organistoo® bactérias, fungos

ou artrépodes que vivem associados aos seus ninhos, (Roubik0086Y,

Insetos sociais mantém interacdes simbidticas com rsdise
microrganismos, mas a maioria dessas interacoes tioiekt em formigas e cupins
(Menezes et al., 2015). A abelha sem fei®&aptotrigona depilisultiva o fungo
Monascus(Ascomycotina) em suas células de cria, onde elesare® séo
consumidos pelas larvas (Menezes et al., 206)avelmente outras abelhas sem
ferrdotambém utilizam fungos em sua alimentacdo, cdmgona crassipesgue

visita o fungadDictyophorasp.e Trigona fulviventriqque visitaPhallussp. (Oliveira



& Morato, 2000). EnmTrigona colling as operads coletamesporosedRhizopus
(Zygomycota, Mucorales) ao invés de pdlen (Eltz eR80R)

Abelhas sem ferrdo também mantém interacbes ecabga@m bactérias
(Roubik 1989). Diferentes espécies Bacillus foram encontradas no alimento
larval ou no pdlen de varias abelhas sem ferrdo (Mact@uib apud Gilliam et al.,
1990) . Esses dados sédo importantes uma vez que essas bactérgntamn
capacidade de secrecao e producdo de enzimas, antibiotimdos graxos e
podem auxiliar na metabolizac&o de alimentos e/ou no ¢®dEanicrorganismos
competidores das abelhas (Gilliam et al., 1990).

Diversos grupos de artropodes também podem ser enconéradoishos
de abelhas sem ferrdo, coradultos e imaturos de colémbolos. Grande namero
desses animais se aloja dentro das cavidades dos ninhos. Apeslas serem
supostamente necrofagos, o papel desses organismos dendtonik @inda nao
foi estabelecido (Salt, 1929).

As interacdes entre acaros e abelhas sao de grapol¢dncia, pois podem
ser um ponto chave para ajudar a explicar o declinio dapspakcdes (Maggi,
2011). Acaros associados a ninhos de abelhas podem ser parfasétcos,
mutualstas ou comensais (Jong, 1982; O’Connor 1988 apud Maggi, 2011). Alguns,
comoVarroa jacobsoneAcarapis woodicausam a morte de abelhas e colbnias de
Apis mellifera(Jong, 1982). As colbnias de abelhas sem ferrdo abriganfiawima
abundante e Unica de acaros, sendo que no minimo 28 génesusnpasaros
como associados obrigatérios em seus ninhos (Eickwort, 18@Q)mas dessas
interacdes entre acaros e abelhas sem ferrdo podears®nicas. Certas espécies
de &caros podem auxiliar na limpeza das colnias, no cod&@atros acaros ou
evitando infestacdes por fungos (Menezes et al., 2009). t&mitve algumas
espécies de acaros, corRgemotes tritigi foram relatadas como causadoras de
mortes de colénias delelipona subnitidae Melipona asilvae(Menezes et al.,
2009).

Insetos de diversas ordens como Isoptera, Hymenopfigera,
Orthoptera, Hemiptera e Lepidoptera podem ser encontramiosolénias de
abelhas sem ferrdo (Salt, 1929). Abelhas sem ferrdo téen relacdo muito
importante com cupins, pois algumas espécies constroem rselgs em

cupinzeiros (Salt, 1929Alguns Hymenoptera sdo inimigos naturais de abelhas



sem ferrdo, como vespas parasitoides e formigas pregadBoubik, 1989).
Dipteros da familia Phoridae corRseudohypoceraApocephalus e Melaloncha
também atacam colbnias de abelhas sem ferrdo (Salt, B@®en, 1997, Roubik
2006) Larvas dessas moscas se alimentam de pélen, nézailavas das abelhas
sem ferrdo, podendo ocasionar a morte das coléniaw/(Br897).

3.3.Interagdo entre abelhas sem ferrdo e besouros

Besouros também mantém relagbes com abelhas, podendo natua
dindmica colonial como predadores, parasitas ou utilizangoadiitos da colonia
(Yanega & Lescher, 1994)Haptoncus luteolus(Coleoptera: Nitidulidae)é
comumente associada aos ninhosAdemelliferg mas larvas e adultos também
foram encontrados em ninhos de meliponineos comigona thoracica
Heterotrigona itamae Tetragonula laevicepgKrishnan et al., 2015). Portanto
esses besouros conseguem completar seu ciclo de vidadientrinhos de abelhas
sem ferrdo, causar colapso das coldnias (Krishnan, 2Cdl5).Aethina tumida,
importante inimigo natural de ninhos Apis € uma espécie fortemente atraida por
odores de coldnias de abelhas sem ferrdo, demonstraratereial capacidade
dessas abelhas como hospedeiras de tais besouros (Bobadby2018).

Os besouros Leiodidae sao geralmente pequenos (1 a 8mm de
comprimento), possuem coloracéo escura e formato ogadmpacto (Peck et al.,
1998; Peck & Newton, 2017). A maioria ocorre em florestas (snidade se
abrigam em serapilheira ou em habitats escuros e unhago#dgn, 1998, Peck et
al., 1998). Eles possuem habitos catadores e alimentam-&mgos ou matéria

organica em decomposicao (Peck & Newton, 2017).

Dentre os Leiodidae, Scotocryptini possui quatro génerositbasaa
regido Neotropical e que mantém interacdes de inquilinismo adoelhas sem
ferrdo (Roubik 1989; Michener 2000; Peck 20083otocryptusGirard, 1874 (7
espécies, distribuidas do México para o Br&ibtocryptode®ortevin, 1907 (1
espécie, Bolivia e BrasjlpynaristudPortevin, 1907 (1 espécie, PeruParabystus
Portevin, 1907 (1 espécie, México para Panama) (Peck et al. D39& &
Gonzalez, 2008 Devido as suas caracteristicas morfolégicas, 0s besouro
Scotocryptini sdo facilmente caracterizados. Eles posgremla tarsal de 3-3-3,
além de uma linha transversal ou baixa carena em adm@daesterno abdominal

3. E provavel que haja uma relacdo entre o tamanho doscSpoini e suas
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abelhas hospedeiras (Roub& Wheeler, 1982). Além disso, ndo existe
especificidade entre espécies de besouros e espécies lasalpelr exemplo,
Scotocryptus meliponaé relatado em ninhos de cinco espéciesMidipona
(Roubik& Wheeler, 1982).

Os Scotocryptusao cegos e nao conseguem voar, pois Nnao possuem asas
membranosas. Algumas partes do corpo, tais como a camtenas e pernas, Sao
flexiveis, podendo ser dobradas (Bezerra et al., 2803 possuem uma ranhura
naparte mediana da mandibula, o que facilita que se agarmeemfente nas pernas
das abelhas durante a foresia, processo utilizado pos @xtigiduos para a
disperséo (Roubik & Wheeler, 1982). As larvas também exilaeatteristicas que
propiciam a vida como inquilinos em ninhos de abelhas, coomepressao
dorsoventral. Larvas e ovos desses besouros podemcsetrados nos montes de
lixo da colonia, sugerindo que estes utilizam tais lo@aitotpara refagio, quanto

como fonte de recursos para a alimentacéo (Peruquettzé&riize 2003).

Os besouroScotocryptus melitophilugtiizam pernas, abdémen e asas de
Melipona quadrifasciatgpara se agarrarem durante o processo de foresia e as
abelhas ndo demonstram comportamento agressivo dursateresesso (Bezerra
et al., 2000). Além disso, esses besouros conseguem distingtd, sexo e idade

das abelhas hospedeiras (Bezerra et al., 2000).

4. Material e Métodos

4.1.Besouros

As coletas foram realizadas na Estacdo de Pesquisajaiento e
Educacdo Ambiental “Mata do Paraiso” (20°48°07” S e 42°51°31” W), localizada
no municipio de Vicosa, Zona da Mata de Minas Geraiec@ tem extensédo de
195 ha (Braz et al., 2002), pertence ao bioma da Mata Atamfiossui vegetacao
classificada como Floresta Estacional Semidecidual Sotama (Veloso et al.,
1991). OsScotocryptussp. foram coletados com auxilio de sugadores, em trés
colbnias deM. mondurymantidas em caixas racionais na “Mata do Paraiso”. Apos
a abertura das colénias, os besouros foram coletadimgenior das tampas dos
ninhos, em frestas da madeira e no fundo da colbnia, préxémoegides de

deposicao de lixo produzido pelas abelhas. A éarea de ceagetes de alimento



ndo foram manipulados para a coleta dos besouros. Aposaatis os besouros
foram armazenados vivos em potes de vidro e identificademsccaimero da
colénia de origem de cada besouro. Logo apds a coletagsmirbs foram
transferidos para laboratorio e utilizados na montagemx@simentos.

4.2. Abelhas

Osexperimentos foram conduzidos com operarias forrageadopes&ias
recém-emergidas (i.e., abelhas nutrizes)Mle mondurye M. quadrifasciata
obtidas em colonias mantidas em caixas racionais eas&,igMinas Gerais, Brasil
(20°45'N; 42°52'E). Os procedimentos de coleta e manutencabeims e dos
favos foram padronizados entre as colbnias e entrepgsies. As operarias
forrageadoras foram coletadas na entrada das coloniagjoquetornavam da
atividade de forrageamento. Favos de cria contendo pupas émlatados das
colonias e posteriormente transferidos para o labooatgrntamente com as
forrageadoras. Os favos e as forrageadoras foram maatid@4acas de Petri, em
incubadora biolégica, com temperatura de 28 + 2 °C umicdakiva de 75% e 24
horas de escotofase. As forrageadoras foram alimentaskasneoxarope de agua e
mel de abelha melifera (1:1, V:V) e agua destilada, forneauibsitum As células
dos favos de cria foram desoperculadas para permitir @yénwa das abelhas. Os
favos de cria eram vistoriados diariamente e as abeliases eram identificadas
de acordo com a idade, espécie e colbnia de origem. Azasuteceberam a mesma
alimentacédo que as forrageadoras e foram utilizadasxpesi®entos com idade

de 3 dias apds a emergéncia para ambas as espécies.

4.3.Associacao entre besouros e abelhas
Para avaliar o comportamento de subidé&detocryptusp. em operarias
de abelhas sem ferrdo, os besouros foram mantidosesrasacom abelhas, que
foram divididas em um tratamento com quatro niveis: §@iras deM. mondury
(n=15); forrageiras dM. quadrifasciatan=10); nutrizes d&. mondury(n=10)e
nutrizes deM. quadrifasciata(n=15).

Cada unidade experimental (i.e., arena) consistia em Uana Be Petri,
identificada com o nivel do tratamento e 0 numero da répetEm cada arena
foram colocadas 4 besouros e duas operarias, variandeécieeg a idade das

abelhas de acordo com o nivel do tratamento. Cada areti@heoslimentadores



com xarope de agua destilada e mel de abelha melifera e &tileddeque eram

trocados a cada dois dias. As arenas foram vedadaditeocrepe branca, para
evitar que os besouros conseguissem fugir. Os tratamenéos avaliados uma
vez por dia. As arenas foram mantidas em incubadoragial@om temperatura
de 28 + 2 °C, umidade relativa de 75% e 24 horas de escotofaseledelas foram

retiradas apenas durante o periodo de avaliacdo. A cdidg@varam anotadas

mortalidade diéria dos besouros e das abelhas. Os compattes observados
durante as avaliagdes dos experimentos foram: 1- seoarbesubia na abelha; 2-
as partes do corpo da abelha onde os besouros subiamd@&osotratamentos, o
periodo de avaliacdo dos ensaios de mortalidade e a atBereomportamental
ocorreram enquanto pelo menos uma abelha e um besouro dear@astivessem

Vivos.

4.4. Andlise estatistica

Para os dados de associacdo entre besouros e abellagsstado um
modelo linear de efeito misto generalizado (GLMM) contrithgicdo Poisson
considerando as medidas repetidas no tempo. Os conteastesos niveis dos
fatores (tratamentos com abelhas * partes do corpo) foemtizados por
simplificacdo gradual do modelo (Crawley, 2012). Os dados desedncia
foram submetidos a analise de sobrevivéncia, utilizandcaladkier para estimar
as curvas de sobrevivéncia. A similaridade geral entre wa<sciai testada por log-
rank e as comparacfes pareadas por método Bonferroni.es@sias foram
checados em todos os modelos para verificar a adequagdstlduicdes. Todas
as analises foram realizadas usando o software R (R Team, versao 3.4.4,
2018).

10



Resultados

4.5.Associagao entre besouros e abelhas
Os besouroScotocryptus spmantidos em arenas coh. mondurye M.

guadrifascida reconheceram as abelhas e realizaram o comportachersiobida
no corpo das operarias. Houve interacdo significativa enfrequéncia de subida
dos besouros em relagédo a parte do corpo da abelha entetraiaom as abelhas
(divididos em 4 niveis)y? = 18.93; g.1. = 6; p = 0,004, Fig. 1. Nas duas espécies
0s besouros preferiram subir nas pernas das abelhasansuabitorax somente em
M. quadrifasciataforrageira. EmM. mondurytodas as subidas ocorreram em
abelhas forrageiras. EM. quadrifasciataocorreram subidas em abelhas das duas
idades, porém a frequéncia de subidas foi maior em forragkirgue em nutrizes
(Fig. 2). Ao longo do tempo, os besouros subiram com rfiaguéncia em abelhas

forrageiras, independentemente da espgtie27.72; g.1. = 3; p < 0,001; Fig. 3).
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@ B Torax
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o 015
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£ 0.10
S
pd
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0.00 i
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Figura 1. Frequéncia de subida do nimero médio de bes@omscryptus

sp. em diferentes partes do corpms dbelhas sem ferradlelipona mondurye

Melipona quadrifasciataAs barras representam médias e as barras vedieaie

padréo paraM. monduryforrageira (n=15)M. quadrifasciatanutriz (n=15),M.

mondurynutriz (n=10)e M. quadrifasciatan=10). As abelhas e os besouros foram

mantidos em arenas em camaras climatizadas (28 + 2 °C5 ¥bumidade e 24 h

de escotofase). Letras minusculas representam a freqdérstiida dos besouros

em trés partes do corpo das abelhas (asa, térax e petmae) minlsculas diferentes

indicam diferenca significativa entre as partes do c@irpg asa, térax e perna) em

cada nivel do fator abelha (i.&4. mondurynutriz, M. monduryforrageira,M.

quadrifasciata nutriz e M. quadrifasciata forrageira). Letras mailsculas

representam a frequéncia de subida dos besouros nas tes gmartorpo das

abelhas entre os quatro niveis do fator abelha; letrascukgdiferentes indicam

diferenca significativa entre os niveis do fator abelinecada parte do corpo.

A - M. mondury (forrageira) B - M. mondury (nutriz)
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Figura 2. Frequéncia do comportamento de subida do besttotocryptusp. em
diferentes partes do corpo de abelhas sem fér€ippona mondurye Melipona
guadrifasciata As partes do corpo das abelhas que os besouros subiramafaa
torax e perna. As marcas coloridas em cada uma desses ga corpo € uma
representacéo da frequéncia de subidas do besouro nasteggraries do corpo
das abelhas. As diferentes cores do diagrama representaihmero total de
besouros que subiram em cada parte do corpd.demondury(A e B) e M.
guadrifasciata(C e D) Um individuo deScotocryptusp. esta representado em

vista dorsal (E).

1.2 —e— M. mondury forrageira (a) —e— M. quadrifasciata forrageira (a)

: —s— M. mondury nutriz (b)
100 - §

0.8 —
06 { |\’

0.4 —

Numero de besouros

0.0

T 71T T 1T 1T T T T T IIII-IIIIIII
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tempo (dias)

Figura 3. Comportamento de subida do besoBcotocryptusp. nas abelhas sem
ferrdo Melipona mondure Melipona quadrifasciataDiariamente foi avaliado o
namero de besouros que subiram nessas espécies de abellthfe@ntes idades
(i.e. forrageiras ou nutrizes). As abelhas e os besdaram mantidos em arenas
mantidas em camaras climatizadas (28 + 2 °C, 75 =+ 5 % deida24 h de
escotofase). Os simbolos representam a médidvpamrenduryforrageira (n=15)

e M. quadrifasciata nutriz (n=15), paraM. mondury nutriz (n=10) e M.
guadrifasciataforrageira (n=10). As linhas pontilhadas representam o erragadr
Os tratamentos representados por letras diferentesleganda diferem

significativamente de acordo com a simplificacdo graduabbdM (p < 0,05).
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Os dados referentesN. mondurynutriz foram avaliados até 14 dias devio
sobrevivéncia das abelhas.

4.6.Presenca e espécie de abelhas alteram a sobrevivéncia de besouros
Houve diferengca na sobrevivéncia dos besouros mantidosbelinas de

diferentes espécies e idades (lRapk: > =15.9; g.1. = 3; p=0,0012). Os besouros
mantidos conM. monduryforrageiras viveram mais do que os besouros mantidos
com operarias nutrizes de ambas as espécies. Entreahesauros mantidos com
M. quadrifasciataforrageiras tiveram a sobrevivéncia semelhante assubes
mantidos com operarias nutrizes de ambas as espécaips4@i N&o houve
diferenca na sobrevivéncia das abelhas de diferentes espéiciades mantidas
associadas aos besou(gs=4.9; g.1. = 3; p = 0,18, Fig. 4B).

A - Sobrevivéncia dos besouros B - Sobrevivéncia das abelhas
100 —— M. mondury forrageira (a) 100 ] —— M. mondury forrageira
—| —— M. mondury nutriz (b) —— M. mondury nutriz
—— M. quadrifasciata forrageira (ab) —— M. quadrifasciata forrageira

80 80

=

e Log-Rank: x2=15,9; g.l. =3; p =0,0012 e Log-Rank: 52 =4.9; gl. =3; p=0,18
£ 60 o 60
= | =
< 2
S 40 o 40
0 0
& 3
20 - 20 —
O —] | O — I
T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Tempo (dias) Tempo (dias)

Figura 4. A: Curvas de sobrevivéncia de besouBrmtocryptussp. mantidos
associados com abelhas sem ferMelipona mondury e Melipona quadrifasciata

e idades (nutrizes e forrageiras) B: Curvas de sobreviv@addelhas sem ferrdo
de diferentes espécieM¢lipona mondury e Melipona quadrifasciata idades
(nutrizes e forrageiras) mantidas associadadesouros. As abelhas e 0s besouros
foram mantidos em arenas em camaras climatizadas (28 75 = 5 % umidade

e 24 h de escotofase). Curvas codificadas com diferletitas na legenda diferiram

significativamente pelo método Bonferropi< 0.05).
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5. Discusséo
Os resultados mostraram que, apesar de cegos, 0s beScot@yyptusp.
reconhecem as abelhisigliponae que existe alteracao na frequéncia dos besouros
gue sobem em abelhas forrageiras, em relacdo as ahathiass. Entretanto, a
frequéncia de subidas ndo difere quando se compara indidduonsesma idade de

M. mondurye M. quadrifasciata.

O reconhecimento de abelhas de idades diferentes pelesd®pode estar
relacionado aos hidrocarbonetos cuticulares secretadadgsoiuma vez que, em
algumas espécies, conetragoniscaangustula e Melipona marginagtaesses
hidrocarbonetos diferem de acordo com a idade e cdone8es que as abelhas
desempenham dentro das colonias (Ferreira-Caliman et al., 28b0gBa et al.,
2017). O reconhecimento das idades das abelhaSqmiocyptuga havia sido
descrito emM. quadrifasciata(Bezzera et al. 2000)As operarias mais velhas de
abelhas sem ferrdo sdo as responsaveis por realizare@tivedades de
forrageamento da colbnia, 0 que ocorre em média apds oa28e dida (Kerr et
al., 1996). Portanto, a escolha dos besouros por operaimsethas utilizando um
sinal quimico como os hidrocarbonetos cuticulares, taddi a dispersdo desses
insetos via foresia. A dispersdo por foresiaSt®tocryptuga foi relatada em
operarias forrageiras de outras espéciddelgona como enMelipona interrupta
triplaridis (Roubik & Wheeler, 1982). Esse reconhecimento das abelhas mais
velhas para a realizacdo processo de foresia ja é tdohem acaros foréticos
(Eickwort, 1994).

Os nossos resultados também demonstraram que os bet&uromior
preferéncia para subirem nas pernas do que em outras regid@paloocque ja
havia sido observado elh. quadrifasciatae M. interrupta triplaridis (Bezerra et
al., 2000; Roubik & Wheeler, 1982) preferéncia dos besouros pelas pernas das
abelhas pode ser consequéncia de estruturas presentesongéses como pelos e
corbicula, estrutura normalmente utilizada para a coleteeclgsos e que sdo
adaptadas para aderéncia (Winston & Michener, JI9E8sa caracteristica
provavelmente facilita também a aderéncia dos besoummsequentemente, a
dispersao por foresia, comportamento importante enmomggteros e cegos como

Scotocryptus Os besouros, por sua vez, tém adaptacbes morfologioas)
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entalhes na mandibula, que facilitam que eles se agattibia das abelhas durante

0 processo de foresia (Peck, 2003).

A foresia € um processo onde um organismo recebe untageam
ecolégica ou evolutiva que garante sua dispersdo, sendpdrat® por um
hospedeiro interespecifico (Houk, 1994). Quando na relacde dispersor e
individuo forético existem outras vantagens, como aumenttisponibilidade de
alimentq aceleragdo do desenvolvimento ou aumento da sobrevivéissia, e
associacao pode ser considerada uma relacao de pa@sitisnutualismo (Houk,
1994). Além dos servicos de dispersédo oferecidos pelas abadtasptocryptus
utilizam as colbnias de abelhas sem ferrdo como reflgiome fonte de recursos
alimentares, onde provavelmente completam seu ciclo de ¥dimportante
ressaltar que para as abelhas existe um gasto energétcirgresportarenos
besouros. Portanto, provavelmente esse gastmepensado de alguma forma e a
associacdo com besouros deve trazer alguma vantagem spalzlhasEssa
compensacao pode estar relacionada ao fato de que os besmswmem parte do
material residual dos ninhos e evitam invasdes de fungos, @deaeer indicio de
gue a relacdo entre algumas espécies de besouros e admimaerrdo seja
mutualistica (Roubik, 1989)O mutualismo entre algumas abelhas e outros
organismos, como acaros, beneficia as abelhas devid@hbibss alimentares dos
acaros. Acaros predadores e saprofagos reduzem as popd&gdesgos naturais

das colbnias, como fungos e bactérias (Eickwort, 1994).

Os testes de sobrevivéncia mostraram que a sobrevivéndiestogos foi
maior quando eles foram mantidos associadosMomonduryforrageiras do que
com abelhas dos demais tratamentos. Esse resultadgarefoe os besouros
reconhecem abelhas de diferentes idades e espécies. iBEmaeasbses resultados
demonstram que a sobrevivéncia dos besouros € positivaaitendela mediante a
permanéncia com abelhas forrageiras e pertencentepéaieeriginalmente
associada aos besouros. Portanto, além de facilitaresidpa associacdo com
abelhas forrageiras e de determinadas espécies provaweloeagiona algum
beneficio fisioldgico aos besouros, que sobrevivem d@migue quando mantidos
com abelhas nutrizes e de espécies diferentes. A solmeldivdas abelhas ndo
alterou entre os quatro tratamentos, mostrando que a gaiedes besouros ndo

interfere na sobrevivéncia de abelhas de idades e esgiéeresites. Em conjunto,
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esses resultados indicam que, provavelmente, os bes#@ironais dependentes
das abelhas do que o contrério. Todavia, estudos que avgi@pelecolégico dos
besouros e suas fun¢des dentro das coldnias de abelhfesrgensdo necessarios
para o esclarecimento dessa questao.

Estudos sobre as interagbes entre as abelhas e cspedéiros podem
auxiliar na compreensao da evolucao de relacdes mutualistities insetose
outros organismos. Além disso, eles podem contribuir paedaboracdo de
estratégias de manejo de polinizadores, pois a associagd outras espécies
provavelmente favorecas populacdes de abelhas, que tém sofrido um crescente

declinio nos ultimos anos.
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