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RESUMO

BAPTISTELLA, A. R. T. O. Produg¢do “in vitro” de rainhas e ocorréncia natural de
machos de Frieseomelitta varia (Apidae, Meliponina). 2009. 70 f. Dissertacdo de Mestrado
(Entomologia) — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto.

Nas abelhas da espécie Frieseomelitta varia, as castas sdo determinadas pela quantidade de
alimento ingerida pela larva em desenvolvimento, sendo que os imaturos destinados a
tornarem-se rainha ingerem quantidades maiores de alimento larval do que aquelas destinadas
a ser operaria. Os machos por sua vez, sdo determinados geneticamente, independente do
volume de alimento ingerido pela larva. Sabendo da importancia ecolégica das abelhas sem
ferrdio que atuam na manuten¢do da diversidade de plantas nativas e como agentes
polinizadores, o conhecimento da biologia e o aprimoramento de técnicas de produgdo que
visem ampliar o nimero de colOnias destas abelhas sdo0 necessarios para a preservagio destas
espécies e da biodiversidade a ela associada, portanto este trabalho teve por objetivos gerais:
aperfeigoar a técnica de “produgdo in vitro” de rainhas de F. varia a partir da manipulagdo de
diferentes quantidades de alimento larval; verificar a eficiéncia de Frieseomelitta varia em
formar colonias diminutas; verificar a (s) época (s) de ocorréncia natural de machos. O
alimento larval utilizado para produgéo de rainhas foi coletado por suc¢do a vacuo de células
de cria recém operculadas e posteriormente, diferentes quantidades de alimento (25, 30, 35,
40 e 50 pl) foram oferecidos as larvas em fase pré-defecante. As rainhas nascidas foram
introduzidas em coldnias 6rfds com algumas operarias jovens, alimento e pdlen e foram
acompanhadas diariamente para verificar seu desenvolvimento. A produgdo natural de
machos foi verificada através de coletas mensais de pupas, analisando seu aparelho reprodutor
sob lente de aumento. Encontramos um volume médio de 26,70 + 3,55 pul de alimento por
célula de operaria de Frieseomelitta varia. A estimativa da taxa de crescimento da capsula
cefilica das larvas, K=1,37 e o coeficiente de determinagdo (R?) de 0,98, resultou na presenca
de quatro instares larvais, assim as 339 larvas transferidas apresentavam capsula entre 0,866 ¢
1,143 mm. Nos experimentos em que foram fornecidas as larvas quantidades de alimento de
30 e 40 pl (dezembro/fevereiro e abril/julho), houve uma maior freqiiéncia de larvas
diferenciadas em rainha. Os experimentos de maio e outubro (35 pl), apesar da taxa de
mortalidade das larvas ter sido elevada, todas as larvas nascidas se diferenciaram em rainha,
j& no experimento realizado em agosto (50ul), houve mortalidade total das larvas (n=32). As
56 rainhas produzidas foram introduzidas em mini-col6nias e verificamos uma alta taxa de
mortalidade das rainhas pelas operarias (77%). Quanto a ocorréncia de machos, a freqiiéncia
de células com machos prestes a nascer variou de 4% em outubro e setembro a 46 % em
janeiro e 45 % em dezembro e julho. Verificamos que o volume total médio de alimento
necessario para a diferenciagdo de uma larva jovem de F. varia em rainha é de 59,20 + 5,00
pl, ou seja, a rainha consome 2,23 vezes mais alimento que a operaria. Alguns elementos
interferiram no sucesso das rainhas produzidas, no entanto, algumas rainhas (n=6) se
estabeleceram como fémea dominante. Os dados de ocorréncia de machos mostram que a
produgdo de machos nas coldnias, embora ocorra durante todo ano, ocorre com maior ou
menor intensidade em determinadas épocas.

Palavras-chave: abelha sem ferrdo, produ¢@o de rainha, machos, alimento larval.



ABSTRACT

BAPTISTELLA, A. R. T. O. Production “in vitro” of queens and natural occurrence of
males of Frieseomelitta varia (Apidae, Meliponina). 2009. 70 f. Dissertagdo de Mestrado
(Entomologia) — Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras, Universidade de Sdo Paulo,
Ribeirdo Preto.

In Frieseomelitta varia bees species, the castes are determined by the amount of food ingested
by the larvae in development, being the immature ones destined to become queen, ingest
larger amount of larval food than those destined to be workers. The males ones, in their turn,
are genetically determined independently from the food volume ingested by the larvae.
Knowing about the ecological importance of the stingless bees that act in the maintenance of
the diversity of native plants and as pollinating agents, the knowledge of the biology and the
improvement of production techniques that seek to enlarge the number of colonies of these
bees are necessary for the preservation of these species and the biodiversity associated to it.
Therefore, the general aim of this work were: to improve the technique of "in vitro
production" of F. varia queens starting from the manipulation of different amounts of larval
food; to verify the efficiency of Frieseomelitta varia to form tiny colonies and verify the
period (s) of natural occurrence of males. The larval food used for production of queens was
collected by vacuum suction of cells recently covered, and later different amount of food (25,
30, 35, 40 and 50 pl) were offered to the larvae in pre-defecating phase. The born queens
were introduced in orphan colonies with some young workers, food and pollen and were
accompanied daily to verify their development. The natural production of males was verified
through monthly collections of pupae, analyzing its reproductive system under magnifying
glass. We found an average volume of 26.70 + 3.55 ul of food per worker cell of
Frieseomelitta varia. The estimate rate growth of the cephalic capsule of the larvae, K=1.37
and the determination coefficient (Rz) of 0.98, resulted in the presence of four instar larvae,
thus, the 339 transferred larvae, presented capsule between 0.866 and 1.143 mm. In the
experiments in which the larvae amount of food of 30 and 40 pl (december/february and
april/july) were supplied, there was a larger frequency of larvae differentiated into queen. The
experiments of may and october (35 pl), in spite of the mortality rate of the larvae being
raised, all of the born larvae differentiated into queen, whereas in the experiment carried out
in august (50pul), there was total mortality of the larvae (n=32). The 56 produced queens were
introduced in colonies and it was recorded a high mortality rate of the queens by the workers
(77%). As for the occurrence of males, the frequency of cells with ready to be born males
varied from 4% in october and september to 46% in January and 45% in december and july.
We verified that the total average volume of necessary food for the differentiation of a young
larva of F. varia in queen is of 59.20 £ 5,00 pl, in other words, the queen larvae consumes
2.23 times more food than the workers one. Some elements interfered in the success of the
queens produced, but, some queens (n=6) established themselves as dominant female in the
new colonies. The data of occurrence of males show that the production of males in colonies,
although it happens during the whole year, happens with larger or smaller intensity in certain
periods.

Key-words: stingless bee, queen production, males, larval food.
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As abelhas pertencem a familia Apidae e a subfamilia Apinae (Michener, 1974) e sio
representadas por um grupo muito diversificado, apresentando 17 tribos dentre as quais 13
estdo representadas no Brasil (Silveira ez al., 2002). Todos os Apidae apresentam algum grau
de organizagdo social, no entanto, os individuos das subtribos Apina e Meliponina (Silveira et
al., 2002) possuem o comportamento social mais elaborado entre as abelhas (Michener, 1974;
2000; Sakagami, 1982, Wille, 1983; Winston, 1991).

A socialidade pressupde a existéncia de uma organizagdo entre os individuos
pertencentes a mesma coldonia, que cooperam com o cuidado da cria e dividem o trabalho no
ninho (Wilson, 1971).

Nos insetos sociais em geral, o desenvolvimento das castas est4 relacionado com um
amplo fendmeno de polimorfismo (Nijhout & Wheeler, 1982) que nas abelhas envolve a
populagdo feminina (rainhas e operarias), apresentando diferengas acentuadas quanto a
divisdo de trabalho dentro da colonia. O desenvolvimento de operarias e rainhas diverge do
ponto de vista morfolégico e fisiologico, culminando em adultos que diferem também em
suas caracteristicas comportamentais (Weaver, 1966; Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990).

As rainhas possuem fung@o exclusivamente reprodutiva, copulam com os machos e
passam o resto de seus dias realizando a postura de ovos. Sua presenga na coldnia é
fundamental, garantindo a integridade e funcionalidade da sociedade. Quanto as operérias,
elas sdo responsaveis pela manutengdo da coldnia realizando diversas atividades, tais como,
cuidado com a prole, coleta de alimento, constru¢gdo e defesa do ninho, limpeza e
aprovisionamento das células de cria, dentre outras (Michener, 1974; Laidlaw, 1992; Page &
Peng, 2001).

Em uma colonia de abelha eussocial sdo produzidos além da rainha e das operarias,
individuos do sexo masculino. Normalmente, alguns dias apds emergirem, os machos s3o
expulsos da colonia pelas operarias (Michener, 1948; Kerr et al.1996) e tém como fungio
principal fecundar a rainha virgem durante o vbo nupcial. Entretanto, alguns autores
observaram machos de espécies de meliponineos realizando algumas tarefas dentro da colonia
envolvendo atividades de construgdo, trofalaxis, desidratagdo de néctar (Imperatriz-Fonseca,
1973; Cortopassi-Laurino, 1979) e algumas atividades relacionadas a defesa do ninho (Kerr,
1990).

As atividades desenvolvidas pelos machos € assunto a ser investigado com mais
afinco, uma vez que ndo ha evidéncias suficientes que comprovem estes comportamentos.
Para alguns autores, estas atividades sdo meramente acidentais (Nogueira-Neto, 1997). Até o

momento, ndo h4 evidéncias de que a atividade de desidratagdo do néctar pelos machos
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contribua de qualquer forma como uma vantagem para a coldnia (Cortopassi-Laurino, 2007).
Assim, de acordo com Velthuis e colaboradores (2005), a produgio de machos é um
investimento que estd em conflito com o investimento no tamanho da colénia, pois ao
contrario das operdrias, a maioria dos machos ndo participa das atividades regulares da
coldnia.

Dentre as diferengas morfoldgicas entre rainhas e operarias podem-se observar, por
exemplo: sistema reprodutor desenvolvido com ovérios com maior nimero de ovariolos em
rainhas (Michener, 1974) e a presenga de corbicula, estrutura encontrada na tibia das pernas
posteriores de todos os Apidae (Michener, 1999), formada por uma cavidade envolvida por
vérias cerdas ou pélos (Snodgrass, 1956), que é mais elaborada nas operarias e estd
relacionada com a coleta de pdlen e resina (Thorpe, 1979).

Os insetos da subtribo Meliponina que compreendem as abelhas do género Melipona e
todos os demais géneros (Silveira et al., 2002), sdo conhecidas popularmente como abelhas
sem ferrdo, abelhas indigenas ou meliponineos, por apresentarem seu actileo (ferrdo) atrofiado
(Nogueira-Neto, 1997). Sdo insetos sociais de grande diversidade e de ampla distribuigio
geografica (Sakagami, 1982; Roubik, 1989), podem ser encontradas em 4reas tropicais e
subtropicais do mundo, mas sua maior diversidade é observada nas regides Neotropicais (com
mais de 300 espécies descritas) e na regido Indo-Malaia (com cerca de 60 espécies), sendo
que certos taxons so restritos as regides tropicais e subtropicais do hemisfério sul (Camargo,
1989; Camargo & Pedro, 1992). No Brasil, essa subtribo ¢ bastante representativa e ja foram
descritas aproximadamente 192 espécies pertencentes a 27 géneros (Silveira et al., 2002).

Segundo Koedam (1995), na maioria dos insetos eussociais a sele¢do natural
favoreceu o surgimento de uma plasticidade comportamental, que permite as operarias serem
capazes de realizar qualquer comportamento inerente as fémeas daquela espécie, exceto a
postura de ovos fecundados e, a adaptagdo dos ovarios das rainhas, relacionada as altas taxas
de oviposi¢do, € uma especializagdo que estd acompanhada por uma mudanga
morfologica/fisioldgica, limitando o desempenho de outros comportamentos. Entretanto,
segundo Bourke (1988) esta especializag¢@o ndo transforma os outros grupos de fémeas, como
as operarias, em uma casta completamente estéril.

As operarias do género Apis podem ter seus ovarios desenvolvidos durante a auséncia
da rainha ou quando a populacgo € muito grande (Groot & Voogd, 1954). Nos meliponineos a
situacdo € mais complexa. Em algumas espécies, por exemplo, em Leurotrigona muelleri,
assim como em Apis mellifera as operarias tém seus ovarios diferenciados apenas na auséncia

da rainha (Sakagami & Zucchi, 1966; Cruz-Landim, 2000), entretanto, em algumas espécies
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as operarias apresentam ovarios desenvolvidos (ativos) e produzem ovos mesmo na presenca
da rainha (Sakagami et al., 1963). Estas operarias podem produzir dois tipos de ovos : 1)
reprodutivos, que contribuem com a produgéo de machos da colénia (Beig, 1972; Machado et
al., 1984; Imperatriz-Fonseca & Kleinert, 1998; Sommeijer et al., 1999; Koedam et al., 2001;
Toth et al., 2002; Chinh et al., 2003; Paxton et al., 2003; Téth et al., 2004); 2) ovos troficos,
que sdo ingeridos pela rainha antes da postura de seus ovos (Silva et al., 1972; Contel, 1976;
Bego, 1982; 1990; Sommeijer & van Buren, 1992; Koedam et al, 2005).

De acordo com Zucchi et al. (1977;1999) as operarias de colonias sociais avangadas
geralmente se mantém estéreis, como pode ser observado em algumas espécies tais como
Duckeola ghilianii (Sakagami & Zucchi, 1968), Tetragonula laeviceps (Sakagami et al.,
1983), Tetragonula minangkabau (Suka & Inoue, 1993), incluindo espécies do género
Frieseomelitta (Suka & Inoue, 1993; Zucchi et al., 1999; Boleli et al., 1999; 2000; Cruz-
Landim, 2000).

Os mecanismos de determinac@o de castas nas abelhas eussociais dependem, direta ou
indiretamente, da alimentagdo na fase larval, mesmo naquelas espécies em que os fatores
genéticos podem estar envolvidos (Hartfelder et al., 2006).

Em abelhas do género Apis a quantidade e a qualidade do alimento larval sdo
fundamentais para a diferenciagdo de rainhas e operarias (Beetsma, 1979). As larvas que
originardo rainhas recebem alimento diferenciado daquelas destinadas a se tornarem
operdrias. As futuras rainhas sdo alimentadas com geléia real durante todo o seu
desenvolvimento e as operdrias recebem uma mistura de mel e p6len apds o terceiro dia de
alimentagdo larval (Rembold ef al., 1974, Weaver, 1974; Asencot & Lensky, 1984). O
processo de alimentagdo das larvas nas abelhas meliferas € progressivo, em virtude do fato
das operarias nutridoras depositarem o alimento nas células durante visitas periddicas
(Michener, 1974).

Por outro lado, nas abelhas sem ferréo, ndo foram encontradas diferengas qualitativas
entre o alimento oferecido as larvas que originardo rainhas e aquele oferecido as larvas que
originardo operarias (Kerr et al., 1966; Camargo, 1972, Hartfelder & Engels, 1989). Os
meliponineos possuem um mecanismo diferente de aprovisionamento do alimento larval, que
¢ constituido por uma secrecdo glandular produzida pelas glandulas hipofaringeas das
operarias nutridoras € uma mistura de polen e mel com aproximadamente, 16% de pdlen e 8%
de mel (Laidlaw et al., 1956; Hartfelder & Engels,1989). Todo o alimento necessario para o
desenvolvimento do imaturo ¢ depositado na célula pelas operarias antes da postura do ovo

pela rainha. Depois a célula € operculada pelas operarias e ndo ocorre contato entre elas e as
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larvas em desenvolvimento. Este processo recebe o nome de aprovisionamento massal (Kerr,
1948; Michener, 1974; Nogueira-Neto,1997).

Nas abelhas da subtribo Meliponina, o sistema de produgdo de rainha difere entre as
espécies. Nas espécies do género Melipona o mecanismo de determinagdo das castas tem base
genetica (Kerr, 1950 apud Kerr et al., 1996) modulado por influéncias ambientais (Kerr &
Nielsen, 1966; Kerr, 1974; Engel & Imperatriz-Fonseca, 1990; Velthuis e Sommeijer, 1991).
As rainhas se desenvolvem em células de mesmo tamanho das células de operarias e de
machos (Kerr et al., 1996) (Figura 1a). Neste género, a variagdo na quantidade de alimento
associado aos mecanismos genéticos ¢ responsavel por regular o sistema de diferenciagdo
entre rainhas e operarias (Kerr, 1950 apud Kerr et al., 1996).

Nos demais géneros de abelhas indigenas, a quantidade de alimento larval é o fator
decisivo na determinagdo das castas (Camargo, 1972; Michener, 1974; Engels & Impertriz-
Fonseca, 1990). As rainhas emergem de células de tamanho maior que as células de operarias,
estas c€lulas reais ou realeiras contém uma quantidade de alimento larval maior que as demais
células (Figuralb). Deste modo, as larvas destinadas a se tornarem rainhas ingerem uma
quantidade de alimento larval maior que aquele ingerido pelas larvas que irdo se desenvolver
em operarias (Kerr, 1948; Camargo, 1972).

No entanto, outro mecanismo diferencial de produgio de rainhas pode ser observado
em algumas espécies dos géneros Leurotrigona, Frieseomelitta e Plebeia que contréem
células de cria arranjadas na forma de cacho (Figura 2) (Michener, 1974; Nogueira-Neto,
1970; Moure, 2004, respectivamente). Nestas abelhas ndo ocorre construg¢do de células reais
tipicas (Figura 1c), as rainhas se desenvolvem em casulos reais formados a partir da jungéo de

duas c€lulas de cria de tamanho normal (Terada, 1974; Faustino et al., 2002; Teixeira, 2007),

a b C g
Ribeiro et al (2006)
Figura 1: Mecanismos de determinag@o das castas nas abelhas da subtribo Meliponina. a) espécies do género

Melipona; b) abelhas dos demais géneros; ¢) algumas espécies dos géneros Leurotrigona, Frieseomelitta e
Plebeia.Fonte: modificado de Ribeiro et al., 2006.
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Flgura 2; Celulas de cria das espécies Frteseomelztta varia (A) e Plebeia luciii (B) agrupadas na forma de cacho.
Fonte figura 1B: Moure, 2004.

Em Frieseomelitta varia, espécie estudada neste trabalho, este mecanismo de
produgdo de rainha foi estudado por Terada (1974) e Faustino e colaboradores (2002) que
demonstraram experimentalmente que as larvas que tem acesso somente ao alimento da sua
célula se desenvolvem em operarias, por outro lado, aquelas que se alimentam de uma
quantidade extra de alimento larval aprovisionado em uma célula adjacente, diferenciam-se
em rainha. Esta cé€lula auxiliar contendo alimento, com o tamanho aproximado de uma célula
normal (Figura 3), € construida pelas operarias ao lado ou acima da célula contendo a larva

escolhida para tornar-se rainha (Terada, 1974; Faustino et al., 2002).

Figura 3: Célula tlplca de rainha de Fi neseomelzttavarza (01rculo) célula aux111ar com alimento extra (a); célula
com a larva jovem (b). Fonte: Faustino, 2002.

Além destes mecanismos, existem ainda alguns géneros de meliponineos onde as
rainhas podem emergir tanto de uma célula de tamanho normal de operaria quanto de células
maiores ou células reais (realeiras). As rainhas produzidas em células de mesmo tamanho que
as de operarias sd0 menores que as rainhas emergidas de células reais tipicas, estas rainhas

sdo usualmente chamadas de rainhas miniaturas ou rainhas ands (Engels & Imperatriz-
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Fonseca, 1990; Imperatriz-Fonseca et al., 1997, Bourke & Ratnieks, 1999; Ribeiro, 2004;
Wenseelers ef al., 2005; Ribeiro et al., 2006).

Atualmente, tém-se registro de ocorréncia de rainhas miniaturas em nove espécies de
abelha sem ferrdo, entre elas: Cephalotrigona capitata (Schwarz, 1948); Schwarziana
quadripunctata (Camargo, 1974; Imperatriz-Fonseca & Darakjian, 1993; Nogueira-Ferreira et
al., 2000; Wenseelers et al., 2005), Plebeia julianii (Juliani, 1962), Plebeia remota
(Imperatriz-Fonseca et al., 1975; Ribeiro et al. 2003; Ribeiro et al., 2006), Nannotrigona
testaceicornis (Imperatriz-Fonseca et al., 1997); Plebeia lucii (Teixeira & Campos, 2005).

Sabe-se que as abelhas sem ferrdo constituem um grupo ecologicamente importante,
uma vez que, salvo algumas excecoes, como Trigona crassipes (Fabricius, 1793) e Trigona
hypogea (Silvestri, 1902), que possuem habitos necrofagos (Nogueira-Neto, 1997; Velthuis,
1997), apresentam uma estreita relacdo de dependéncia com as plantas, as quais fornecem o
alimento para as abelhas, principalmente poélen e néctar (fontes de proteina e energia,
respectivamente) e em troca recebem os beneficios da transferéncia de pdlen (Kevan & Baker,
1983; Proctor et al., 1996) atuando portanto na manuten¢do da diversidade das plantas como
agentes polinizadores. Acredita-se, que no Brasil cerca de 40 a 90% das arvores nativas sdo
polinizadas por abelhas sem ferrdo, dependendo do ecossistema (Kerr, 1996).

Assim, a grande necessidade de se conservar as espécies de meliponineos brasileiros
reside principalmente, na ampla agdo como polinizadores da nossa flora que, por sua vez,
garante a presencga e desenvolvimento da fauna e de toda biodiversidade (Kerr ef al., 1996).
Da mesma forma, a conservagdo da flora nativa também é necessédria, uma vez que a
fragmentacdo e degradacdo dos ambientes naturais podem prejudicar as comunidades de
abelhas nativas (Kremen et al., 2002) causando a perda ou a dissociagdo de recursos
importantes para sua alimentacao e locais de nidificagdo (Potts ef al., 2005).

A importancia das abelhas sem ferrdo aumenta a medida que mais conhecimento se
tem sobre elas. O interesse cada vez maior na sua utilizagdo como agentes polinizadores de
culturas agricolas, na comercializagdo de seus produtos como o poélen, o mel, o prépolis,
aumenta a procura por suas colonias. Estudar a produ¢do de machos, rainhas e operarias € o
primeiro passo para possibilitar a multiplicagdo dos ninhos em larga escala, viabilizando sua
utilizagdo tanto ecoldgica como economicamente, além de possibilitar estudos sobre a

biologia e a determinagdo de castas nos meliponineos.
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O presente trabalho teve por objetivos:

1. Adaptar e aperfeigoar a técnica de “produgio artificial” ou “produgio in vitro” de
rainhas de meliponineos a partir da manipulagdo de quantidades diferenciais de alimento
larval;

2. Verificar a capacidade de Frieseomelitta varia em formar colonias diminutas a
partir dos individuos obtidos pelo método de produgdo in vitro, para a multiplicagdo de ninhos
dessa espécie;

3. Avaliar a aceitagdo das rainhas de Frieseomelitta varia produzidas em condigdes
controladas;

4. Verificar a (s) época (s) de ocorréncia natural de machos, a fim de sincronizar com
a producdo in vitro de rainhas;

5. Verificar a viabilidade reprodutiva das rainhas virgens produzidas in vitro

introduzidas através da fecundag@o e inicio da postura.
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1. Quantifica¢iio do volume de alimento larval em células de cria de Frieseomelitta varia

O material biologico utilizado neste estudo foi retirado de uma coldnia de
Frieseomelitta varia, mantida em colonia racional no melipondrio do Departamento de
Genética da FMRP/USP. A coldnia apresentava excelentes condi¢des e foi escolhida com
base na quantidade de potes de alimento, no nimero de células de cria e no nimero de
operarias em atividade na colénia.

Durante os meses de maio, junho, agosto, novembro (2007), fevereiro e abril (2008),
foram coletadas células de cria recém operculadas, todas contendo ovos ndo eclodidos em seu
interior, estas células sdo facilmente identificaveis, pois possuem coloragdo mais escura que
as demais e geralmente se concentram na porgdo superior da 4rea de cria.

Em laboratdrio, sob condigdes assépticas e, com o auxilio de um estilete de ponta fina,
as c€lulas foram desoperculadas e os ovos removidos e descartados. O alimento larval de cada
celula foi coletado e quantificado volumetricamente utilizando-se uma micropipeta (10ul).
Apds o processo de extragdo, o alimento foi acondicionado em tubo plastico tipo Falcon e
conservado em freezer a - 20°C.

Ap0s a coleta do alimento larval, as células restantes foram devolvidas a colonia de

origem para serem reutilizadas pelas operarias do ninho.

2. Determinaciio do nimero de instares larvais em Frieseomelitta varia

O numero de instares larvais foi determinado a partir da medida da largura maxima da
capsula cefélica de 494 larvas provenientes de trés colonias distintas de Frieseomelitta varia.
Os individuos foram fixados inicialmente em solu¢do de Bouin (150 ml de 4lcool 80%, 60 ml
de solug@o com formol, 15 ml acido acético glacial, 1g acido picrico), ap6s 48 horas foram
transferidos para alcool 70%, onde foram conservadas, para posterior analise.

As medi¢des das céapsulas cefalicas foram feitas através de uma ocular graduada
acoplada a um microscopio estereoscopio (Leica Wild M3B). As larvas com as mesmas
medidas foram agrupadas em frascos tipo eppendorf contendo alcool 70% e etiquetados com
0s seus respectivos valores.

Os dados foram plotados em grafico de distribui¢do de freqliéncia e, utilizou-se o

modelo matematico com base na regra de Dyar, conforme preconizado por Parra e Haddad
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(1989), para determinag¢do do numero real de instares. A partir deste modelo foram obtidos a

taxa de crescimento (K) e o coeficiente de determinacgio (Rz).

3. Produgdo in vitro de rainhas de Frieseomelitta varia

3.1 Coleta e estocagem do alimento larval

Para a extragdo do alimento larval foram retiradas células de cria recém operculadas de
trés colonias em condigdes estaveis, com grande disponibilidade de alimento e bom nimero
de postura pela rainha, observado através da quantidade de células recém operculadas (Figura
4).

As células retiradas do ninho foram colocadas em placa de Petri e conduzidas ao
laboratdrio, onde foram desoperculadas e os ovos removidos utilizando-se um estilete de

ponta fina.

Figura 4: Vista interna 1o experimento. Observar a
quantidade de células de cria (A), de potes de mel (B) e potes de pélen (C).

O alimento foi coletado por sucg@o através de um tubo de borracha de silicone de fino
calibre, com uma ponteira de pipeta na extremidade, conectado a um tubo do tipo Falcon e
ligado a uma bomba de vacuo (Figura 5). O tubo plastico foi mantido em uma caixa de isopor
com gelo a temperatura aproximada de 4°C para ndo alterar as caracteristicas fisico/quimicas

do alimento durante o processo de extragao.
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Apos a coleta do alimento, o tubo Falcon foi mantido em freezer a — 20°C, onde foi

mantido até a sua utilizagdo. As células das quais os alimentos foram extraidos foram

devolvidas a col6nia original para reaproveitamento da cera pelas operarias.

Figura 5: (A) Instrumentagdo para coleta de alimento larval por sucg¢do, I — bomba de sucgdo a vacuo, II -
recipiente de vidro para coleta de residuos, III — tubo Falcon mantido em recipiente com gelo, IV — ponteira de
micropipeta acoplada & mangueira para a sucg¢@o do alimento, V — tampa da placa de Petri para acomodar as
células de cria. (B) Detalhe do tubo Falcon coletor de alimento; (C) Detalhe da ponteira de micropipeta e tampa
de placa de Petri.

3.2. Transferéncia das larvas de Frieseomelitta varia para placas de cultivo celular

Para a realizacdo dos experimentos envolvendo a transferéncia das larvas, o alimento
previamente coletado (ver item 3.1) foi descongelado gradualmente em um recipiente de
isopor com gelo e posteriormente homogeneizado com o auxilio de um agitador elétrico.

Em uma placa de Elisa esterilizada (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) com 96
pocinhos, medindo: 0,7 mm de diametro, 1 cm de profundidade e volume total de 400 pl
(Figura 6), o alimento foi transferido com uma micropipeta Gilson em diferentes
concentragdes (25, 30, 35, 40 e 50 pl), suficientes para que as larvas se desenvolvessem em

rainhas.
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Figura 6: Alimento larval de células de cria de Frieseomeiltta varia sendo transferido para a placa de Elisa.

Das mesmas colonias das quais foram retiradas as cé€lulas para extragdo do alimento
larval, foram selecionadas e coletadas células de cria velha, as quais foram abertas uma a uma
com o auxilio de pinga de ponta fina, para a sele¢do das larvas na fase de alimentag@o para
posterior transferéncia.

Foram selecionadas larvas no ultimo estagio de alimentagdo (pré-defecante), ou seja,
haviam ingerido completamente o contetido de sua célula, porém nao iniciaram o processo de
defecagdo, apresentando coloragdo branca-leitosa e o intestino repleto com alimento.

Tais larvas foram imediatamente transferidas para a placa de Elisa, depositadas
cuidadosamente sobre o alimento, utilizando-se uma pinga com ponta arredondada, tomando o
cuidado necessario para ndo perfurar a larva.

As placas tipo Elisa contendo as larvas transferidas foram acondicionadas no interior
de recipientes plasticos com tampa (7upperware) com uma solugdo de NaCl saturada em seu
interior para manter a umidade relativa em torno de 75%. Os recipientes foram envolvidos
com filme de PVC mantendo as condi¢des de umidade interna e com papel laminado a fim de

evitar a luminosidade externa (Figura 7).
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Figura 7: (A) Recipiente pl

astico protegld por filme de P, contendo a placa de Elisa com alimento e as
larvas transferidas, solugdo saturada de agua e NaCl (seta); (B) Todo conjunto foi envolto em papel laminado.

Os experimentos foram mantidos em estufa tipo BOD a 28°C e aproximadamente 70%
UR (Camargo, 1972; Buschini & Campos, 1995). O desenvolvimento das larvas foi

acompanhado diariamente até o nascimento do adulto na placa de Elisa.

4. Montagem e desenvolvimento de mini-colonias de Frieseomelitta varia utilizando-se

rainhas produzidas in vitro

As rainhas virgens emergidas foram pesadas individualmente, em balanga eletronica
de precisdo Metter (AES50). Apds a pesagem, foram marcadas no mesonoto com caneta
Creative Maker Compactor atoxica e sem odor (Figura 8), para facilitar sua identificagdo na

colonia.

Figura 8: Rainha de Frieseomelitta varia produzida in vitro apds o nascimento, com marcagdo no mesonoto
indicada pela seta.

As rainhas recém nascidas foram acondicionadas em placas de Petri de tamanho
grande, com aproximadamente 10 a 15 operarias jovens (de colorag@o clara), solugdo de

sacarose a 50% (50% agucar e 50% agua) e uma pequena quantidade de cerume retirada da
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colonia da qual posteriormente, foram retiradas as células de cria e as operarias jovens para a
montagem das novas colonias.

As placas permaneceram na estufa por alguns dias para a observagio do
comportamento de aceitabilidade das operarias com relagdo a nova rainha e, para que a rainha
introduzida adquirisse o odor da nova coldnia, diminuindo desta forma o risco de rejei¢io
pelas operarias.

Apds este periodo, a rainha juntamente com as operarias foi introduzida em uma mini-
colonia (caixa de madeira 16 x 14 x 16 cm com tampa de vidro) contendo xarope (solugdo de
sacarose 50%), polen natural, mais 20 operarias novas e/ou nutridoras coletadas de coldnias
naturais € células de cria velha contendo individuos na fase de pupa prestes a emergir,
garantindo dessa forma a manutengdo e estabelecimento da nova coldnia.

Em alguns casos, a fim de evitar o ataque as rainhas virgens produzidas in vitro,
utilizamos uma gaiola de protecdo para abelhas formada por uma base de madeira e uma tela
de arame de pequeno diametro. Este teste consistia em isolar dentro da gaiola a rainha virgem
produzida, um pedago de algoddo embebido em xarope e em média 3 a 5 operarias jovens.

Inicialmente, as mini-colonias foram mantidas em estufa BOD a 28° C e 70% de
umidade, por sete dias em média, dependendo das condi¢Ges climaticas. Apds este periodo
elas foram transferidas para o meliponario e o orificio de entrada foi desobstruido, permitindo
o fluxo dos individuos e a saida da rainha virgem para o voo nupcial.

As colonias foram monitoradas periodicamente, verificando a presenga da rainha, a
populacdo de operarias e a disponibilidade de alimento. Quando necessario, as coldnias
iniciais recebiam reforgos de cria e/ou operarias e alimento.

Durante os experimentos constatamos a construgdo de algumas celas de
aprisionamento de rainhas virgens em colonias naturais de Frieseomelitta varia. Estas
camaras construidas com cerume foram retiradas das colonias, juntamente com as rainhas
virgens aprisionadas, com a ajuda de uma espatula. As rainhas foram acondicionadas em
placas de Petri e levadas ao laboratério onde foram expostas rapidamente a baixas
temperaturas em gelo (4°C), apenas o suficiente para que adormecessem (+/- 1 minuto),
pesadas e marcadas no mesonoto com tinta atoxica. Passado algum tempo, quando as rainhas

despertaram por completo, foram devolvidas a colonia de origem.
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5. Ocorréncia de machos em colonias naturais de Frieseomelitta varia

Para verificar a(s) época(s) de produ¢do de machos de Frieseomelitta varia, foram
utilizadas trés colonias (colonia 1, 2 e 3) priorizando-se o tamanho populacional (nimero
grande de operarias) e disponibilidade de alimento estocado. Estas col6nias foram utilizadas
apenas para esse proposito.

Os dados foram coletados durante um ano, a partir de setembro/2007 até agosto/2008.
Para registrar a propor¢ao do sexo dos membros da coldnia, foram coletadas mensalmente de
cada colonia, células de cria contendo individuos em estdgio pupal. O numero de células de
cria foi coletado de acordo com as condigdes e disponibilidade da colonia. Estas células foram
colocadas em placas de Petri contendo a identificagdo do ninho de origem e, levadas ao
laboratério onde foram desoperculadas com o auxilio de uma pinga de ponta fina.

As pupas retiradas das células, depois de verificado o sexo, foram colocadas em placas
de Petri identificadas com o numero da coldnia de origem e mantidas em estufa a 28° C para
completarem seu desenvolvimento. Depois de nascidas, as abelhas foram devolvidas aos seus
respectivos ninhos para que a sua auséncia nao interferisse na dindmica da coldnia.

Foram coletados 1784 individuos, para a identificagdo do sexo com o auxilio de um
estereoscopio (Leica Wild M3B), através da presenga (macho) ou auséncia (fémea) do
gondstilo que caracteriza o aparelho reprodutor masculino. Desta forma a razdo sexual, a
freqiiéncia de machos e fémeas, de cada colonia foi registrada mensalmente.

Para a analise dos dados coletados, computamos o numero total de individuos de ambos os
sexos em cada colonia e estabelecemos uma freqiiéncia mensal. Para a analise de multiplas
amostras independentes utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA) considerando
significativos os valores de probabilidade menores que 5% (p<0,05). O programa Statistic 6.0

foi utilizado para realizar tais testes estatisticos.
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1. Quantifica¢cdo do volume de alimento larval em células de cria de Frieseomelitta varia

Observamos uma variagdo no volume médio de alimento larval em células de

operarias/machos entre os meses de coleta (Tabela I).

Tabela I: Volumes médios de alimento larval coletado em relagio ao nimero de células analisadas em
Frieseomelitta varia.

Volume de alimento larval (ul) em células de operdria de Frieseomelitta varia

Volume de alimento larval (ul)
Meses de Coleta N° células Total Média por célula

maio 112 2713 24,22
junho 92 2564 27,87
agosto 63 2024 32,13
novembro 76 2202 28,97
fevereiro 115 2751 23.92
abril 64 1476 23,06

Total 522 13730 26,70 £3,55 ul

Esta variacdo no volume médio de alimento larval ocorreu porque a quantidade de
alimento depositada nos alvéolos pelas operarias também variou, conforme apresentado na

ﬁgura 9. O volume do alimento nas células de cria de operarias/machos, variou entre 20 e 38
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Figura 9: Variagdo do volume de alimento larval em células de cria de Frieseomelitta varia, durante os meses de
coleta.

Verificamos ainda que o volume de alimento oferecido as larvas variou dependendo da

época (seca ou chuvosa) em que os dados foram coletados (Figura 10).
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Figura 10: Variagdo do volume total de alimento larval nos alvéolos de Frieseomelitta varia nas diferentes
épocas de coleta dos dados (época seca/chuvosa).

Na época seca (maio, junho e agosto), a quantidade de alimento nas células de operaria
variou consideravelmente, encontramos células com o volume minimo de 20 pl até o volume
maximo de 38 pl, apesar de estas Ultimas aparecerem em menor nimero. Por outro lado, na
época chuvosa (novembro, fevereiro e abril), a quantidade de alimento concentrou-se entre 20
e 30 ul, havendo uma baixa freqiiéncia de células analisadas com volume superior a 32 pl.

Analisando o numero total de células desoperculadas e o volume total de alimento
coletado nos meses de maio, junho, agosto (Estagdo Seca) e novembro, fevereiro e abril
(Estagdo Chuvosa) (Tabela II), encontramos que o volume total médio de alimento larval
existente em uma célula de operaria/macho de F. varia na estag@o seca e na estagdo chuvosa,

foram de 27,34 + 5,32 ul e 25,21+ 3,68 pul, respectivamente.
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Tabela II: Volumes médios de alimento larval em células de cria de Frieseomelitta varia em diferentes estagdes
do ano e comparagio das médias pelo teste Z.

Estacdes do ano

Seca Chuvosa
Tamanho amostral 267 255
Volume médio de alimento (1) 27.34 25.21
Variancia paramétrica 28.40 13.60
Desvio Padrao 5.32 3.68
2)= 5.3370 ---
(p)unilateral = < 0.0001 ---
Poder (0.05) 0.9999 -
Diferenga entre as médias = 2.1328 ---
IC 95% (Dif. entre Médias) = 2.129797 2.135812

Comparando as médias das duas estagdes (seca e chuvosa), por meio do teste Z,
encontramos que a = 0,0001, indicando que existe variagdo entre a média de alimento larval
nas células de operarias/machos, nos periodos seco e chuvoso.

Com base no intervalo de confianca entre as médias das amostras (+2,13), podemos
dizer que o volume de alimento larval em uma célula de cria de F. varia encontra-se, com

grau de confianca de 95%, entre 24,57 pl (limite inferior) e 28,83 pl (limite superior).

2. Determinacdo do numero de instares larvais em Frieseomelitta varia

Através da andlise da curva de distribui¢do de freqiiéncias da largura da céapsula
cefalica (Figura 11) observamos a presenga de cinco picos, sendo os trés primeiros bem
distintos e os dois tltimos bastante proximos. Os declives da curva de distribui¢do sugerem a
ocorréncia de no minimo quatro €, no maximo, cinco instares larvais.

Neste sentido, foram testadas duas hipdteses a fim de determinar o nimero de instares
larvais para a espécie Friesomelitta. varia: 1) a existéncia de quatro instares larvais; 2) a
existéncia de cinco instares, por meio do modelo de Dyar, obtendo-se os dados apresentados

na Tabela III.
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Figura 11: Curva de distribui¢do de freqiiéncia da largura das céapsulas cefilicas (mm) de larvas de
Frieseomelitta varia (n=494).

Tabela III: Nimero de instares larvais em Frieseomelitta varia, amplitude, média da largura da céapsula cefalica
(mm) e intervalo de confianga (IC).

Hipoteses
4 instares 5 instares
Instar Amplitude Média IC (P<0,05) Amplitude Média 1C (P<0,05)
I 0,333-0,429 0,380 0,375-0,385 0,333-0,452 0,395 0,389 - 0,401
11 0,476 - 0,577 0,523 0,517 - 0,529 0,476 - 0,577 0,523 0,517 -0,529
111 0,650 -0,762 0,701 0,696 - 0,706 0,650 - 0,762 0,701 0,696 — 0,706
v 0,866 - 1,143 0,985 0,971 - 0,999 0,829 - 0,976 0,894 0,887 - 0,901
\% 1,000 - 1,043 1,083 1,082 — 1,083
R'= 0,98 0,25
K= 1,37 1,72

K = razdo de crescimento, calculado a partir das médias obtidas na curva de distribui¢io de freqiiéncia. R* = coeficiente de determinagao.

Considerando a hipotese do numero de instares igual a quatro, obteve-se uma
estimativa da taxa de crescimento K=1,37 e um coeficiente de determinagéo (R?) de 0,98. Por
outro lado, considerando a presenga de cinco instares larvais, obteve-se K=1,72 e coeficiente
de determinagao igual a 0,25.

Os resultados da hipotese de existéncia de quatro instares resultou em maior
coeficiente de determinacdo (R*= 0,98) em relagdo & outra hipotese estipulada (R*=0,25),
demonstrando que, os intervalos de medidas das céapsulas cefélicas formulados para este
modelo apresentaram alta qualidade no ajuste, portanto a primeira hipotese € aceita como a

mais adequada para caracterizar a populag@o de F. varia amostrada.
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3. Produgio in vitro de rainhas de Frieseomelitta varia

Sabendo que nas abelhas desta espécie a diferenciagdo das castas ocorre por meio da
quantidade de alimento ingerido pela larva, sendo que os individuos diferenciados em rainha
ingerem uma quantidade maior de alimento do que aquelas que originam operérias e, tendo
encontrado um volume médio de alimento larval de 26,70 + 3,55 pl por célula de operaria,
tomamos como base este dado para dar inicio aos testes de manipulagdo de diferentes
quantidades de alimento oferecidas as larvas.

Os experimentos foram realizados a partir da transferéncia de larvas na fase pré-
defecante com capsula cefalica medindo entre 0,866 € 1,143 mm.

Foram realizados nove experimentos de transferéncia de larvas de Frieseomelitta
varia, nos meses de fevereiro, abril, maio, junho, julho, agosto, outubro, novembro e
dezembro, totalizando 339 larvas transferidas e destas, 109 individuos (32%) completaram

seu desenvolvimento até a fase adulta (Tabela IV).

Tabela IV: Desenvolvimento in vitro das larvas de Frieseo

Numero de larvas Mortalidade
transferidas th ‘ %
abril 48 16 33 32 67
julho 35 23 66 12 34
outubro 38 5 13 33 87
dezembro 65 9 14 56 86
fevereiro 25 5 20 20 80
maio 36 5 14 31 86
junho 18 15 83 3 17
agosto* 32 0 0 32 100
novembro** 42 31 74 11 26
Total 339 109 32 230 68

* Mortalidade total das larvas transferidas
** Nascimento de machos
No experimento realizado durante o0 més de novembro (n=42 larvas transferidas), apos
o nascimento dos adultos, os individuos foram analisados sob lente de aumento (40x) e
verificamos que todas as abelhas deste grupo (n=31 individuos emergidos) pertenciam ao
sexo masculino. Fato este que despertou nosso interesse a respeito das possiveis épocas de
producgdo de machos para as abelhas desta espécie. Estes dados serdo apresentados adiante.
Sabendo que a quantidade média de alimento em uma célula de cria de F. varia € de

aproximadamente 26,7 ul e, supondo que a célula auxiliar contenha 0 mesmo volume de
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alimento, procedemos os experimentos com diferentes volumes de alimento a partir do

volume conhecido (ver item 1), fornecendo as larvas 25, 30, 35, 40 e 50 ul (Tabela V).

Tabela V: Diferentes quantidades de alimento larval oferecidos as larvas para produgdo de rainhas in vitro de
Frieseomelitta varia.

‘Meses referentes as | Larvas Rainhas
transferéncias . Transferidas Emergidas
| Nimero %
junho 6 40
dezembro/fevereiro 30 90 14 16 11 79
maio/outubro 35 74 10 14 10 100
abril/julho 40 83 39 47 29 74
agosto 50 32 0 0 0 0
Total 297 78 56

A partir dos dados sumarizados na tabela acima, podemos observar que no
experimento realizado em agosto (50ul de alimento larval), houve mortalidade total das larvas
transferidas (n=32). Por sua vez, nos experimentos em que foram fornecidas as larvas
quantidades menores de alimento, 30 e 40 pl (dezembro/fevereiro e abril/julho), houve uma
maior freqiiéncia de larvas diferenciadas em rainha. Os experimentos realizados nos meses de
maio e outubro nos quais foi oferecido as larvas em desenvolvimento um volume de alimento
larval de 35 pl, apesar da taxa de mortalidade das larvas ter sido elevada, todas as larvas

nascidas (n=10) se diferenciaram em rainha.

3.1 Possivel ocorréncia de intercasta

No experimento realizado em dezembro (30 pl), nasceram nove individuos (Tabela
IV), entre eles seis rainhas e trés operarias, curiosamente verificamos o nascimento de um
individuo com algumas caracteristicas peculiares que, em principio pensamos ser uma rainha,
pois apresentava o abdémen mais desenvolvido do que de uma operaria e com colora¢do mais
clara, como o de uma rainha (Fig.12B). Entretanto, ao observar este individuo sob lente de
aumento do estereomicroscdpio, observamos a presenga da corbicula no ultimo par de pernas,
semelhante a corbicula de uma operaria (Fig. 12A) embora fosse menos aparente (Fig. 12C).

Esta abelha recebeu o mesmo tratamento dado as rainhas produzidas, a fim de

observarmos o seu comportamento junto as operarias e sua viabilidade reprodutiva.
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Figura 12: Detalhe do ultimo par de pernas dos adultos nascidos do experimento realizado em dezembro (30ul
de alimento larval). A: Operaria, B: Rainha, C: individuo com caracteristicas intermediarias entre rainha e
operaria.

Ao introduzir a abelha marcada na mini-colonia, observamos que: ao perceber a
presenga das operarias, sua primeira rea¢do foi procurar refugio atrds dos potes de polen
localizados em um dos cantos da mini-colonia e ali ficou por aproximadamente 12 minutos;
quando saiu do esconderijo caminhou rapidamente para a tampa de vidro da-colénia e ali
ficou passando constantemente as pernas posteriores sobre o abdomen. Apds terem notado a
presenga da nova rainha, trés jovens operarias nutridoras permaneceram ao seu redor, por
vezes tocando-a com as antenas.

Durante o tempo de observag@o (3h e 20 minutos) ndo observamos comportamento
agressivo das operarias, entretanto a possivel “intercasta” se apresentava agitada a
aproximacao das operarias.

No terceiro dia apds ter sido introduzida, encontramos a “intercasta” morta no

depdsito de lixo da colonia.

4. Mini-colonias de Frieseomelitta varia utilizando-se rainhas produzidas in vitro

As rainhas produzidas sob condigdes controladas, logo apds o nascimento, foram
pesadas e marcadas na regido toracica (mesonoto) e transferidas para placas de Petri com
alimento (xarope) e algumas operarias jovens, para posteriormente serem introduzidas nas

mini-coldnias. Dentre as rainhas produzidas (n=56), quatro fémeas morreram quando ainda
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estavam na placa e ndo apresentaram indicios de morte por agressdo. No total, foram
introduzidas 52 rainhas virgens produzidas em 52 mini-colonias (Tabela VI).

Verificamos uma alta taxa de mortalidade das rainhas introduzidas (82%) nas mini-
colonias (Tabela VI). Os fatores responsaveis pela morte das rainhas virgens produzidas

podem ser observados na figura 13.

Tabela VI: Rainhas de Frieseomelitta varia produzidas in vitro, introduzidas e aceitas nas mini-colonias.

Meés referente a Rainhas Rainhas Rainhas Mortalidade dos
Transferéncia produzidas introduzidas fecundadas adultos
Quant. % Quant. %
abril 12 10 0 0 10 100
julho 17 16 1 6 15 88
outubro 5 5 1 20 4 80
dezembro 7 6 0 0 6 86
fevereiro 4 4 2 50 2 50
maio 5 5 1 20 4 80
junho 6 6 1 17 5 83
Total 56 52 6 11 46 82

Operérias de Frieseomelitta varia
W Formigas

O Outra espécie de abelha

O Fenémenos climéticos

B N o foram encontradas

Figura 13: Fatores responsaveis pela alta mortalidade das rainhas de Frieseomelitta varia produzidas in vitro.

Quanto as interagdes entre as rainhas produzidas e as operarias nas mini-colonias,
verificamos que algumas operarias apresentaram comportamento agressivo resultando em
77% dos casos, na elimina¢do das rainhas virgens. Em todos os testes de introdugdo das
rainhas, o tempo de rejeicdo e conseqlientemente morte das rainhas produzidas ndo
ultrapassou 48 horas.

Em alguns casos (15%) as rainhas introduzidas ndo foram encontradas no interior das
novas colonias.

Em virtude da agressividade das operarias, testamos a utilizagdo de gaiolas de

prote¢@o para isolar as rainhas produzidas in vitro (n=8) das operarias da mini-col6nia. Em
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75% dos casos (n=6), em dois dias (+48 horas) apés a introdugdo das gaiolas de protegdo nas
mini-colOnias, as operdrias cobriram completamente a tela das gaiolas com cerume (Figura
14) ocasionando a morte das rainhas. Este comportamento se repetiu nas duas mini-col6nias

restantes em um periodo um pouco mais longo de 3 dias (+72 horas).

Figura 14: Gaiola dentro da qual as rainhas produzidas foram mantidas isoladas das operérias da mini-coldnia.
Detalhe da tela com fragmentos de cerume que a cobriam.

O estabelecimento da fisogastria pelas rainhas produzidas in vitro foi observado em
seis casos. Depois de passar pela aceitacdo das operarias, as rainhas produzidas nos
experimentos de julho, outubro, fevereiro, maio e junho (Tabela VI), realizaram o v6o nupcial
com sucesso. Embora ndo tenhamos observado diretamente este comportamento, verificamos
a constru¢do, o aprisionamento e a oviposi¢ao de células de cria pela rainha, além disso,
observarmos a presenc¢a das rainhas marcadas com o abdémen dilatado, fisogastrico, nas

mini-colonias (Figuras 15A e 15B).
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Figura 15: A) Mini-coldnia com rainha produzida “in vitro” (circulo), B) detalhe da rainha marcada e fecundada.
A seta evidencia o abdomen desenvolvido da rainha marcada.

Durante as visitas de monitoramento dos ninhos no meliponario, observamos o
aparecimento de trés rainhas virgens naturais aprisionadas em camaras de cerume. A primeira
rainha foi encontrada em abril/2007 (Figura 16) presa em uma camara de cerume construida
pelas operarias (1,8 cm de diametro e 2 cm de espessura da parede) na parede lateral de vidro
de uma colonia experimental, montada a partir de modulos de madeira e com parede externa
de vidro (Figura 17), elaborada por Jairo de Souza e Ademilson Espencer Egea Soares do
Departamento Genética da FMRP/USP com a finalidade de facilitar as observagdes diretas da
colénia. Acompanhamos esta rainha virgem por 10 dias, até verificarmos no décimo dia a

destruigdo da cela de aprisionamento e a antiga rainha fisogastrica caminhando pela colénia.
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Figura 17: Colbnia experimental para Frieseomelitta varia, construida em modulos de madeira e laterais de
vidro. A) Vista lateral; B) Vista frontal; C) Vista interna da colonia, D) Detalhe interno dos moédulos
preenchidos. Fotos: Weyder Santana e Geusa Simone de Freitas.

Nos outros dois casos, encontramos as rainhas virgens aprisionadas nas camaras de
cerume construidas na tampa de duas colonias racionais tradicionais, nos meses de maio/2007
e setembro/2008. A rainha encontrada no més de maio/2007 (p=0,0223 g) foi eliminada pelas
operarias em menos de 24 horas apds ter sido devolvida a coldnia, seu corpo estava

totalmente coberto com cerume e grudado em uma das paredes do ninho.
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No dia seguinte a reintrodugdo da rainha encontrada em setembro/2008 (p=0,0241 g),
observamos que ela foi novamente aprisionada pelas operarias. Nove dias depois, a cdmara de
aprisionamento estava destruida e o corpo da rainha virgem marcada foi encontrado na area
reservada para deposito de lixo da coldnia, estava apenas com uma das pernas anteriores.

Em meados de outubro/2007, notamos a presenga de dois casulos reais em uma
coldnia de Frieseomelitta varia. A colOnia se encontrava muito populosa, com muitas células
de cria, estoque de mel e polen e a rainha mée foi vista caminhando agilmente pelos favos.
Em setembro/2008, outro casulo real foi encontrado em outra colénia localizada no
melipondrio, entretanto, néo foi observada a presenga da rainha dominante nesta coldnia.

Os trés casulos reais foram retirados cuidadosamente de suas respectivas col6nias e
mantidos em estufa a 28 °C, dentro de pequenas placas de Petri até o seu nascimento, quando
foram pesadas, marcadas e devolvidas as colonias. Com exce¢do de uma rainha que morreu
acidentalmente durante o procedimento de pesagem.

O peso destes individuos produzidos em condigdes naturais foi comparado com o peso
das rainhas produzidas artificialmente que obtiveram sucesso ao se fixarem como fémea

dominante nas mini-colonias (Tabela VII) e com o restante das rainhas nascidas (Tabela

VIID).

Tabela VII: Peso (g) das rainhas produzidas em condigdes naturais e das rainhas produzidas em laboratorio que
se estabeleceram nas mini-col6nias.
Peso das rainhas virgens apo6s o nascimento (g)

Rainhas naturais Rainhas in vitro
Encontrada em: Peso Peso Produzida em:

maio 0,0223 0,0218 fevereiro
setembro 0,0241 0,0168 fevereiro

setembro 0,0198 0,0209 maio

outubro 0,0219 0,0181 junho

outubo 0,0269 0,0199 julho
0,0149 outubro

Média 0,0230 0,0187

Segundo o Teste-t para duas amostras independentes (Tabela VIII) as rainhas
produzidas “in vitro” (P) e as rainhas produzidas naturalmente nas coldnias (N) ndo possuem
pesos médios diferentes estatisticamente entre si, uma vez que o valor-p foi menor que 0,05

(0,0128), adotando nivel de significancia de 5%.
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Tabela VIII: Teste-t: Comparagdo do peso ao nascer entre as rainhas naturais (N) e rainhas produzidas em
condigdes controladas (P) que se estabeleceram como fémeas dominantes nas mini-coldnias.

N P
Média = 230.00 187.33
Variancia = 709.00 685.86
Variancia = 696.14 -
T= 2.67 ---
Graus de liberdade = 9 ---
p (unilateral) = 0.0128 ---
Poder (0.05) 0.8469 -
Diferenga entre as médias = 42.66 ---
IC 95% (Dif. entre médias) = 6.52 a 78.80

Por sua vez, os dados de peso médio das rainhas produzidas in vitro que morreram
(Pm) comparado com os dados coletados das rainhas virgens naturais (N), sumarizados na
Tabela IX, demonstraram que a média do peso das duas amostras também ndo s@o diferentes

entre si, pois o valor-p encontrado € menor que 0,05 (p= 0,0023).

Tabela IX: Teste-t: Comparagdo do peso ao nascer entre as rainhas naturais (N) e rainhas produzidas in vitro que
morreram (Pm).

N Pm
Tamanho = 5 50
Média = 230 178
Varidncia = 709 1485
Variancia = 1426.04 -
T= 2.96 ---
Graus de liberdade = 53 -
p (unilateral) = 0.0023 -
Poder (0.05) 0.9583 ---
Diferenca entre as médias = 52.44 ---
IC 95% (Dif. entre médias) = 16.93 a 87.94

5. Ocorréncia de machos em colonias naturais de Frieseomelitta varia

A ocorréncia de todos os individuos (machos e fémeas) durante os meses de coleta

estdo representados na Tabela X e Figura 18.

Tabela X: Freqiiéncia de machos e operérias em trés colonias naturais de Frieseomelitta varia em diferentes
épocas do ano.

Frequéncia (N° e %) células com pupas de machos e
. operarias
Eialiarda Machos Operarias Total de células
Quant. Freq.(%) | Quant. Freq.(%) n=
Setembro

Colénia 1 | o 0o | 34 100 | 34



Colodnia 2 2 6 30 94 32
Colobnia 3 3 6 48 94 51
Outubro
Colonia 1 1 2 40 98 41
Col6nia 2 3 7 43 93 46
Col6nia 3 2 4 43 96 45
Novembro
Colodnia 1 21 30 50 70 71
Colonia 2 18 27 49 73 67
Colonia 3 15 32 32 68 47
Dezembro
Colonia 1 28 48 30 52 58
Colonia 2 37 59 26 41 63
Col6nia 3 20 28 51 72 71
Janeiro
Colonia 1 33 53 29 47 62
Colonia 2 29 38 48 62 7
Col6nia 3 30 47 34 33 64
Fevereiro
Colonia 1 19 44 24 56 43
Colonia 2 15 36 27 64 42
Colonia 3 17 28 43 72 60
Margo
Colonia 1 8 16 42 84 50
Col6nia 2 6 13 40 87 46
Col6nia 3 9 22 32 78 41
Abril
Colonia 1 6 10 53 90 59
Coldnia 2 9 19 38 81 66
Colonia 3 11 17 52 83 80
Maio
Colonia 1 8 21 30 79 38
Colbnia 2 4 7 53 93 57
Colonia 3 4 10 36 90 50
Junho
Colonia 1 10 29 24 71 63
Colonia 2 7 18 31 82 56
Colonia 3 7 15 39 85 61
Julho
Colonia 1 13 43 17 i 93
Col6nia 2 16 48 17 52 81
Col6nia 3 22 44 28 56 94
Agosto
Colonia 1 12 a1 27 69 70
Colonia 2 15 35 28 65 78
Col6nia 3 19 34 37 66 56
Total 479 27 1305 73 1784

42
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Figura 18: Freqiiéncia relativa (%) de machos e operarias de Frieseomelitta varia coletados em 1784 células de
cria em trés colonias distintas ao longo de 12 meses.

Os dados coletados mostraram que a producéo de machos nas colonias, embora ocorra
constantemente durante o ano, ocorre com maior ou menor intensidade em determinadas
épocas (Figura 18). Nos meses de outubro e setembro, por exemplo, a taxa de individuos
produzidos pertencentes ao sexo masculino € baixa (4%) quando comparado a sua produgé@o
nos outros meses. A porcentagem média de células com machos em estagio pupal variou de
4% (n=5) em setembro até 46 % (n=92) em janeiro. '

Os resultados da freqiiéncia total de machos nas colonias estudadas indicaram um
decréscimo gradual na produgdo de machos a partir de margo, seguido por um aumento no
més de julho e agosto. A ocorréncia de machos decresce novamente em setembro € a partir do
més de novembro, ocorre um aumento na sua produgdo que se estende até o més de fevereiro.

Os dados médios da freqiiéncia de machos produzidos ao longo do ano (12 meses)
foram analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) considerando nivel de
significancia inferior a 0=0,05, encontramos que p=0,000014, indicando que existe diferenga
significativa na freqiiéncia de machos produzidos entre os meses aqui estudados.

Por sua vez, a produgdo de machos nas trés colonias de Frieseomelitta varia foram
analisadas individualmente e as freqiiéncias de machos e operarias em cada colonia podem ser

observadas na Figura 19.
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Figura 19: Freqiiéncia relativa (%) de machos (VERMELHO) e operarias (PRETO) por més de amostragem em
cada uma das trés coldnias de Frieseomelitta varia. Coldnia 1 (A), Colonia 2 (B) e Coldnia 3 (C).

Verificamos que as colonias 2 (B) e 3 (C) produziram machos em todos os meses de
observa¢do. N&o foi observada a presenca de pupas de machos na colbnia 1 (A) na
amostragem de setembro. Os gréaficos apresentados também evidenciam que nas trés coldnias,
os meses de novembro, dezembro, janeiro e fevereiro foram aqueles os quais ocorreu a maior

freqtiéncia de machos durante o ano.
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1. Quantifica¢ido do volume de alimento larval em células de cria de Frieseomelitta varia

As abelhas sem ferrdo seguem a estratégia de aprovisionamento massal de alimento
em suas células de cria (Kerr, 1948; Michener, 1974; Nogueira-Neto, 1997), entretanto, o
mecanismo de determina¢do das castas difere entre as abelhas do género Melipona € as
abelhas dos demais géneros. Nos meliponineos, exceto os do género Melipona, a indugdo da
casta parece ser determinada apenas pela quantidade de alimento ingerido pela larva durante
seu desenvolvimento (Hartfelder et al, 2006). Camargo (1972) demonstrou em pratica esta
teoria, produzindo rainhas de Scaptotrigona postica a partir de quantidades excessivas de
alimento larval.

O passo inicial para a realizagdo dos experimentos a cerca da teoria de determinagédo
das castas com base na quantidade de alimento fornecido a larva, é a quantificagdo do
alimento larval nas células de operaria. Neste trabalho encontramos para Frieseomelitta varia,
um volume total médio de alimento larval em célula de operaria igual a 26,7 + 3,55 pl.

As operarias de F. varia participam ativamente do estagio de aprovisionamento das
células depositando alimento em seu interior, em média 2,0 a 4,0 vezes (Faustino, 2002) ate
completar a quantidade suficiente de alimento necessaria para o desenvolvimento da larva.
Verificamos a ocorréncia de uma variagdo do volume de alimento larval contido nas células
de cria entre os meses de coleta: esta¢do seca (maio, junho e agosto) de 20 pl a 38 pl; estagdo
chuvosa (novembro, fevereiro e abril) a maior freqiiéncia de células ocorreu com quantidades
de alimento larval entre 20 e 30 pl.

A variacdo na quantidade de alimento aprovisionado nas células de cria esta
relacionada a disponibilidade de alimento estocado e/ou a densidade populacional da colénia,
uma vez que as abelhas coletam quantidades maiores ou menores de recursos alimentares
(néctar e pdlen) de acordo com a sua disponibilidade na natureza e os fornecem as larvas da
mesma forma. Nas épocas chuvosas do ano, por exemplo, embora tenha mais recursos
disponiveis, o investimento na produgdo de cria nas colonias também aumenta,
conseqiientemente, a demanda de alimento aumentaria e as operarias por sua vez investiriam
menos na alimentacdo das larvas, depositando menores quantidades de alimento por célula
para atender as necessidades da colonia.

Entretanto, ndo podemos afirmar com base nos dados apresentados que a situagéo
descrita acima ocorra desta forma, para isso € necessario verificar futuramente o efeito do
estoque de alimento e da densidade populacional sobre a quantidade de alimento fornecida as

larvas.
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2. Determinacido do niimero de instares larvais em Frieseomelitta varia

O processo de muda ¢ de alto custo energético para o inseto € o contetdo caldrico e
nutricional de uma cuticula mudada pode representar mais de 20% da produgdo total de
biomassa larval (Parra, 1991). Assim, o inseto alcanca um peso méaximo em cada instar e
perde peso durante a muda, pois a cuticula mudada e a energia usada na ecdise contribuem
para perdas que chegam a ser da ordem de 45% (Waldbauer, 1962). A cuticula totalmente
esclerotizada ndo expande, portanto, o crescimento de partes duras somente ocorre quando
houver uma muda, quando entdo uma nova cuticula sera produzida e expandida (Parra &
Haddad, 1989). Deste modo, a avaliagdo das medidas das capsulas cefélicas ¢ um bom
pardmetro para se avaliar o crescimento dos insetos, como previsto pelo modelo de DY AR.

O numero de estagios larvais parece ndo ser constante nas abelhas. Para as espécies de
abelha da subtribo Meliponina, por exemplo, tem sido verificada a presenga de trés a cinco
instares larvais. Darchen & Delage-Darchen (1974) e Tambasco (1975), citado por Rossini
(1989), encontraram cinco instares larvais para Melipona bicolor, Melipona beecheii €
Melipona quadrifasciata anthidioides, respectivamente. Entretanto, Rossini € Bueno (1986) e
Rossini (1989) demonstraram através de observagdes diretas do desenvolvimento larval e pela
analise da cépsula cefélica das larvas, a existéncia de trés instares para Melipona fasciculata
(K=1,42) e para Melipona quadrifasciata anthidioides (K=1,33).

Inicialmente, para as abelhas da espécie Scaptotrigona postica, Oliveira (1960)
encontrou cinco instares larvais, posteriormente Neves e Cruz-Landim (1984) caracterizaram
o desenvolvimento larval dessa espécie pela presenga de quatro instares, separados por trés
mudas e uma taxa de crescimento (K) de 1,38. Azevedo (1997) encontrou dificuldades em
confirmar a presenga de quatro ou cinco instares em Partamona helleri, levando-se em conta
somente o modelo de Dyar. E possivel que os diferentes resultados encontrados pelos autores
e as dificuldades em estabelecer precisamente o nimero de instares larvais, ocorram devido as
diferentes metodologias empregadas pelos pesquisadores, além disso, deve-se levar em conta
que as taxas de crescimento de um estagio para o outro pode ser alterado por varios fatores,
como as condi¢des de temperatura e umidade dentro da colénia, quantidade e/ou qualidade do
alimento fornecido a larva.

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram que o coeficiente de
determinagdo (R=0,98), considerando-se a hipotese de quatro instares representou melhor

ajuste dos dados, como preconizado por Parra e Haddad (1989).
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Quanto a razdo de crescimento (K), foram observados valores médios que obedecem a
uma progressdo geometrica, como postulado por Dyar (1890). Considerando a presenca de
quatro instares, a média da razdo de crescimento igual a 1,37 se encontra dentro do intervalo
de variag@o preconizado pelo modelo de Dyar, que postula que as pecas do exoesqueleto dos
insetos crescem de maneira mais ou menos constante a cada muda, por uma razdo geométrica
proxima a 1,4 vezes, e aproximou-se da razdo média de 1,52 registrada por Cole (1980) para
insetos holometabolos.

De acordo com os resultados encontrados, pode-se inferir que as larvas de
Frieseomelitta varia amostradas, apresentam quatro instares larvais, caracterizado pelos
intervalos de largura da cépsula cefalica entre 0,333 - 0,429 mm, como sendo o primeiro
instar, 0,476 - 0,577 mm, o segundo, 0,650 - 0,762 mm, o terceiro e, 0,866 - 1,143 mm, o

quarto e ultimo instar larval.

3. Transferéncias de larvas de Frieseomelitta varia com diferentes quantidades de

alimento, visando a produgio de rainhas “in vitro”

A determinagdo das castas nos Apidae é de origem trofogénica ou trofogenética. A
determinagéo trofogénica ocorre quando as diferengas entre as castas surgem somente devido
as diferengas alimentares, ou seja, na quantidade ou na qualidade do alimento ingerido pela
larva, ou ambas (Camargo, 1972; Hartfelder & Engels 1989; Buschini & Campo, 1995). E a
trofogenética se restringe, até o momento, as espécies do género Melipona, e envolve fatores
genéticos atuando em conjunto com fatores alimentares (Kerr et al., 1966).

A produgdo de rainhas nos meliponineos com determinagdo trofica das castas é
condicionada pelas operérias, ao construirem células de cria de tamanho maior capazes de
receber mais alimento. No entanto, Terada (1974) e Faustino (2002) demonstraram que nas
abelhas da espécie Frieseomelitta varia ndo ocorre construgdo de células reais tipicas
diferente das células de operaria e macho. Col6nias mantidas sob condi¢des de orfandade séo
capazes de produzir rainhas, construindo células auxiliares proximas as células que contém
larvas de operarias no fim do estagio larval, que ainda estejam se alimentando. Estas células
auxiliares, através de uma conexdo com as células contendo larvas, fornecem um suprimento
extra de alimento para as mesmas. Ao final deste periodo de “superalimenta¢io”, a larva dara
origem a uma rainha.

Testando o efeito nutricional na determina¢do das castas em Frieseomelitta varia,

através da manipula¢do de doses suplementares de alimento oferecidas as larvas no ultimo
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estagio de alimentagdo, pudemos observar que a quantidade de alimento consumido pelas
larvas foi o fator determinante na diferenciagéo final do adulto com caracteristicas fenotipicas
bem definidas. O desenvolvimento de rainhas ocorreu a partir da administragdo de 25 até 40ul
de alimento larval extra. Volumes maiores de alimento, de 50pl, ndo foram completamente
ingeridos pelas larvas demonstrando que possivelmente, elas apresentem um limite de
ingestdo de alimento necessario para seu desenvolvimento, neste caso representado pelo
volume méximo de 40 pl.

Os experimentos foram realizados a partir da transferéncia de larvas na fase pré-
defecante, com cépsula cefalica medindo entre 0,866 e 1,143 mm, estas larvas além de serem
mais resistentes @ manipulagéo sdo encontradas com maior facilidade nos favos de cria. No
entanto ndo podemos afirmar a idade das larvas utilizadas nas transferéncias. Embora algumas
tentativas, infelizmente sem sucesso, tenham sido realizadas na esperanca de obter estes
dados, alguns fatores como a propria disposi¢do dos favos de cria (em forma de cacho), a
postura desordenada das células e a intolerdncia das operarias frente a estimulos externos
como o manuseio € marcagdo das células, impossibilitaram a coleta dos dados. O fato de ndo
sabermos exatamente a idade das larvas utilizadas nas transferéncias e a quantidade de
alimento ingerido por elas anteriormente aos experimentos, talvez expliquem o nascimento de
operarias nas transferéncias realizadas. Em estudos futuros pretendemos utilizar a col6nia de
modulos desenvolvida por Souza e Soares para desenvolver um método de observagio de
postura controlada da rainha, visando estudar o tempo de desenvolvimento dos imaturos dessa
espécie a fim de aperfeigoar e padronizar a técnica de producédo de rainhas em laboratério.

Considerando que as larvas de operarias de Frieseomelitta varia possam se diferenciar
em rainhas apOs consumir o alimento aprovisionado em sua célula, e adicionalmente o
alimento da célula auxiliar, ambas de tamanhos similares (Faustino & Zucchi, 2002), supde-se
que as rainhas ingerem duas vezes mais alimento que as operarias durante o desenvolvimento
larval. Verificamos que a quantidade média de alimento larval nas células de operaria/macho
€ em média de 26,70 + 3,55 ul e, supondo que as larvas utilizadas nos experimentos ingeriram
esta mesma quantidade anteriormente as transferéncias, verificamos que apds o consumo de
volumes extras de alimento (32,50 + 6,45 pl) as larvas se diferenciaram em rainhas. Assim, o
volume total médio de alimento necessario para a diferenciagdo de uma larva jovem de F.
varia em rainha ¢ de aproximadamente 59,20 & 5,00 ul, ou seja, a larva destinada a ser rainha
consome 2,23 vezes mais alimento que a futura operaria.

Em suma, estes resultados reforcam a teoria de que a determinagdo das castas nas

abelhas da espécie Frieseomelitta varia depende exclusivamente da quantidade de alimento
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fornecida a larva em desenvolvimento. Os dados encontrados em nosso trabalho sdo
semelhantes a outros estudos a respeito do efeito da nutricdo larval na determinagdo das castas
das abelhas sem ferrdo. De acordo com Prato (2007), as larvas de T etragonisca angustula
destinadas a se tornarem rainhas sdo alimentadas em média, 6,62 vezes mais (53 pl) do que as
futuras operérias (8 pul); em Trigona spinipes as abelhas diferenciadas em rainhas consomem
10 vezes mais alimento que as operdrias, a larva de rainha ingere em torno de 360 pl de
alimento, enquanto a larva de operéria consome apenas 36 pul do mesmo alimento (Buschini &
Campos, 1995; Lisboa et al., 2005). Estudos realizados com Scaptotrigona quadripunctata
demonstraram que o fornecimento de doses extras de alimento as larvas de operarias, fez com
que se desenvolvessem em rainhas (Camargo, 1972), Campos & Costa (1989) e recentemente
Castilho-Hyodo (2001) verificaram ainda que, rainhas de Schwarziana quadripunctata podem
emergir de células de operérias sendo resultantes de larvas que receberam uma quantidade de
alimento maior, que aquela recebida pelas operarias.

No inicio dos experimentos, um dos fatores responséveis pela grande mortalidade das
larvas (68%) foi o efeito negativo da manipulagdo dos imaturos durante o processo de
transferéncia da célula de cria para os pogos da placa de Elisa contendo alimento larval, sendo
que estas larvas apresentam uma pelicula bastante delicada e susceptivel a lesdes. Entretanto,
mesmo apos adquirir habilidade consideravel no manejo das larvas, a mortalidade dos
individuos transferidos permanecia elevada. Verificamos que as larvas ndo ingeriam o
alimento fornecido, pois esse havia solidificado, provavelmente devido 4 baixa umidade
relativa do ar, razdo pela qual passamos a controlar a umidade dos experimentos
acondicionados em estufa, utilizando solugéo supersaturada de NaCl e agua (1:1) nos
experimentos seguintes, a partir dai ndo constatou-se mais a solidifica¢do do alimento larval.

Em relagdo ao tempo de desenvolvimento dos individuos obtidos nos experimentos,
verificamos que as rainhas (n= 56) levaram em média 29,25 + 2,63 dias para emergir, 0 que
corrobora com as observagdes realizadas por Faustino (2002) que acompanhou o processo de
produgdo natural de duas rainhas de F. varia, desde a construcio da célula auxiliar até a
emergéncia dos adultos, levando 25 e 28 dias para completar seu desenvolvimento. As
operarias por sua vez, apresentaram tempo menor de desenvolvimento, em média 22,56 +
2,38 dias. O tempo total de desenvolvimento das rainhas foi maior do que o das operarias,
pois estd relacionado com o maior consumo de alimento ingerido pelas larvas de rainha
(Camargo, 1972) que desencadeia tardiamente os processos de muda.

Quanto ao método empregado para a produgdo “in vitro” de rainhas, o sucesso no

nascimento das larvas transferidas em placa tipo Elisa foi menor (32%) que o esperado. No
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experimento realizado em agosto, houve mortalidade total das larvas transferidas (n=32), isto
ocorreu porque o volume de alimento oferecido as larvas transferidas de 50ul foi superior a
quantidade méxima ingerida por elas. Observamos que algumas larvas se afogaram no grande
volume de alimento, e aquelas que conseguiram se alimentar néio ingeriram todo o alimento.
O restante de alimento larval ndo consumido em conjunto com as condi¢des dentro da estufa
tornou o ambiente propicio ao desenvolvimento de fungos que proliferaram rapidamente
causando a morte das larvas.

No entanto, os dados relacionados a alta mortalidade das larvas podem auxiliar no
aprimoramento da técnica aqui utilizada em estudos futuros, quanto ao controle dos provaveis
fatores responsaveis pela mortandade dos imaturos, como: a contaminagdo por fungos e
bactérias, seja no alimento ou em qualquer instrumento empregado no processo; a
manuten¢do das condig¢des de acondicionamento dos experimentos em estufa; o manuseio das
larvas durante as transferéncias e afogamento dos imaturos em demasiadas quantidades de
alimento.

Segundo Velthuis & Sommeijer (1991) em coldnias naturais de abelhas sem ferrio nio
ocorre intercasta, uma vez que o resultado final da diferenciagfo das castas nos insetos sociais
¢ o desenvolvimento de fémeas muito diferenciadas, tanto em atributos morfolégicos quanto
comportamentais, ou seja, rainhas (fungdes reprodutivas) ou operarias (fun¢des mantenedoras
da col6nia).

No entanto, a literatura afim registra escassos exemplos de ocorréncia de intercastas
em coldnias naturais. De fato, neste aspecto, tém-se apenas as informagdes de Cappas e Sousa
(1992) que encontrou intercastas em uma coldénia de Melipona quadrifasciata e, Mateus e
colaboradores (2002) em colénia natural de Melipona seminigra mantida em laboratério.

Com relagdo & intercastas obtidas em experimentos realizados sob condigdes
controladas, também foram relatados alguns provaveis casos em espécies de meliponineos,
como por exemplo, em Melipona beechei (Velthuis et al., 1991).

Em nosso estudo, ndo foi possivel determinar com base em apenas um individuo
produzido se o adulto obtido, portador de caracteristicas combinadas de rainha e operaria
pertencia ou ndo a uma intercasta. Para tanto, seria necessério considerar outras caracteristicas
relacionadas a sua morfologia externa e interna.

Assim, o carater recente da descoberta em Frieseomelitta varia, nio permite o
estabelecimento de bases sélidas para discutir adequadamente o problema das intercastas,
entretanto, afirmam a importancia do efeito nutricional na determinac¢io da casta real nas

abelhas desta espécie. Possivelmente, as operérias desta espécie sejam fémeas subalimentadas
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que uma vez ingerindo uma dose insuficiente de alimento durante seu desenvolvimento para
produzir uma rainha completamente diferenciada, originam fémeas estéreis com ovariolos
totalmente degenerados ainda durante o perfodo pupal, como verificado por Boleli e

colaboradores (1999, 2000), demonstrando desta forma sua capacidade de totipoténcia.

4. Montagem e desenvolvimento de mini-colonias de Frieseomelitta varia utilizando as

rainhas produzidas in vitro

Varios fatores como aqueles relacionados ao ataque de inimigos naturais, como
formigas e algumas espécies de abelhas como Scaptotrigona depilis, bem como acidentes
naturais causados por fendmenos climaticos, contribuiram para a mortalidade das rainhas
introduzidas, e nestes casos em particular (8%) na morte de toda a populagio das mini-
colonias. Em 15% dos casos, as rainhas produzidas ndo foram encontradas no ninho,
provavelmente ao sairem para realizar o voo nupcial, ou o voo de reconhecimento da colonia
possam ter sido predadas ou entdo ndo conseguiram localizar a colénia de origem.

Entretanto € interessante notar que as operarias foram responséveis pela morte das
rainhas introduzidas, em 77% dos casos, o que provavelmente estd relacionado com a
capacidade de reconhecimento entre os individuos do ninho, precisamente entre as operarias e
a nova rainha virgem, uma vez que os insetos sociais exalam compostos que funcionam como
assinaturas quimicas individuais carregando informagdes a respeito da casta, idade, sexo e
status reprodutivo (Howard & Blomquist, 2005).

O reconhecimento ocorre através de duas etapas principais: a liberagdo de uma pista
pelo animal e o reconhecimento dela por um segundo individuo (Beecher, 1982). Os insetos
sociais ndo sdo uma excegdo a regra, o que pode ser facilmente entendido ao observarmos
que, apos uma rapida “antenagdo” as operarias sdo capazes de identificar os companheiros do
ninho.

Diversos estudos comportamentais e quimicos confirmam que as pistas utilizadas no
reconhecimento sdo representadas por compostos associados a cuticula dos insetos (Breed &
Stiller, 1992; Gamboa et al., 1996) que ¢ recoberta por uma camada de ceras impermeaveis
constituida dos hidrocarbonetos (Lockey, 1988).

Nunes (2008) demonstrou que rainhas naturais recém emergidas de Frieseomelitta
varia n@o possuem 16 compostos caracteristicos presentes na cuticula de rainhas fisogastricas,
em contrapartida apresentam 2 compostos que ndo sdo encontrados nos adultos. Os individuos

de F. varia reconhecem pistas indesejadas no perfil cuticular daqueles ndo companheiros do
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ninho, e essas pistas sdo as responséaveis pela rejeicio dos individuos. Nessa proposta, a
aceitagdo se da ndo pela presenga das pistas desejadas, mas sim pela auséncia das indesejadas
(Couvillon e Ratnieks, 2008; Nunes, 2008).

Os diversos odores presentes em uma coldnia so absorvidos pela cera, e redistribuida
por ela formando um odor homogéneo dentro do ninho. Breed et al (1995), estudando a cera
das abelhas meliferas, concluiram que ela é o componente com maior importincia na
formac@o do padrdo de hidrocarbonetos presentes na cuticula destas abelhas. Seguindo esta
mesma linha, acredita-se que o cerume em coldnias de F. varia também atue como unificador
de compostos quimicos presentes na colonia, por este motivo as rainhas produzidas em
laboratorio foram expostas a pequenas quantidades de cerume para que adquirissem o odor
caracteristico da colonia, na tentativa de auxiliar no processo de reconhecimento destas
operarias. Segundo Nunes (2008) em experimentos de reconhecimento e analises quimicas
realizadas com individuos de F. varia, ocorre transferéncia de pistas utilizadas no
reconhecimento através de um breve contato com o cerume. As analises quimicas para os
individuos que permaneceram por 10 minutos em contato com o cerume mostrou que a
concentragdo de alguns compostos mudou, e outros foram adquiridos.

Quanto as interagGes rainha virgem — operarias, verificamos uma grande inquietagio
por parte das rainhas introduzidas que se movimentavam rapidamente no interior da colonia e
eram intensamente assediadas pelas operarias. Este comportamento estd de acordo com
Imperatriz-Fonseca & Zucchi (1995) que observaram este comportamento em rainhas virgens
de abelhas sem ferrdo ndo pertencentes ao género Melipona. Além deste comportamento,
observamos que a maioria das rainhas introduzidas apresentou outros trés tipos de
comportamentos distintos, embora nem sempre com a mesma intensidade ou freqiiéncia: 1)
movimentagdo constante das asas, mesmo quando a rainha se encontrava parada, 2)
agressividade contra as operarias € 3) as rainhas passavam as pernas posteriores sobre o
abdome, esticando-o, provavelmente para estimular as glandulas responséveis pela liberagio
do cheiro de atratividade da rainha.

Embora ndo tenhamos observado diretamente o véo nupcial das rainhas produzidas
que se estabeleceram nas mini-coldnias (n=6), consideramos que elas haviam sido fecundadas
a partir da observagdo da construgdo, aprovisionamento e presenga de novas células
operculadas. Segundo Ferreira (1993), a constru¢do das primeiras células de cria estd
relacionada com o estimulo do véo nupcial da rainha, a partir do qual estas estruturas

comegam a ser construidas apos a fecundagdo da rainha.
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Foi relatado anteriormente que alguns elementos, bidticos e abidticos, interferiram
negativamente no sucesso das rainhas produzidas in vitro, no entanto, algumas rainhas se
estabeleceram como fémea dominante (n=6).

A disponibilidade de machos na natureza pode ter contribuido para O sucesso €
estabelecimento das rainhas produzidas em condigdes controladas como fémeas dominantes

nas mini-coldnias (Tabela XI).

Tabela XI: Meses nos quais ocorreu a fecundacao das rainhas de Frieomelitta varia rodu21das in vitro

- Experimento de Tempo (dias)
. transferéncia das decorrente até a
; larvas fecundaciio
julho agosto 19 setembro
outubro novembro 38 dezembro
fevereiro margo 58 maio
fevereiro margo 17 margo
maio junho 72 agosto
junho Julho 27 agosto

Apos a introdugdo das rainhas nas colonias orfds, observamos que elas levaram em
meédia 38,5 + 22,25 dias para fecundar, fato confirmado através de observagdes diretas sobre a
morfologia externa das rainhas, precisamente a visivel dilatagdo da regifio abdominal.

Observando os dados acima, percebemos que em dois casos particulares: rainha -
introduzida em margo e rainha introduzida no més de junho, a fecundagdo ocorreu
tardiamente, 58 e 72 dias apos a introdugdo, respectivamente. As demais rainhas introduzidas
em agosto, novembro, margo e julho, fecundaram em média trés vezes mais rapido (22,75 +
5,56 dias).

A relag@o entre os meses em que ocorreu a fecundagdo das rainhas virgens produzidas

e os meses de produgdo natural de machos em colonias de F. varia estdo representados na

Figura 20.
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Figura 20: Freqiiéncia de machos de Frieseomelitta varia, em estagio de pupa, nos meses de coleta dos dados
(12 meses). As marcagdes em vermelho indicam os meses em que as rainhas produzidas foram fecundadas
(n=6).

5. Producio de machos em col6nias naturais de Frieseomelitta varia

A producdo sazonal de sexuados nos insetos sociais é um evento dependente de
interagdes complexas entre fatores intra e extra coloniais (van Veen et al., 1999). De acordo
com Bego (1977, 1982, 1990) e van Veen et al (1990), a produgdo natural de machos ocorre
em condi¢des especificas relacionadas a produtividade da rainha, a densidade populacional e
quantidade de poélen armazenado nas colonias de meliponineos.

Como resultado da verificagdo da razdo sexual em trés coldnias de F. varia,
observamos que a produ¢do de machos durante os doze meses de estudo ocorreu
constantemente, tanto nas colonias (individualmente) quanto na populagdo (coldnias
agrupadas). Entretanto, observamos uma varia¢do na freqgiiéncia de pupas de machos em
relagdo ao de operarias entre os meses, sendo setembro e outubro os meses de menor
freqiiéncia (4%), e dezembro, janeiro e julho os meses de maior freqgiiéncia (45, 46 e 45 %,
respectivamente).

A ocorréncia de machos ao longo de todo o ano, também foi relatada em
Scaptotrigona postica (Kerr et al., 1962; Bego, 1977, 1982, 1990), em Melipona subnitida
(Contel & Kerr, 1976), Scaptotrigona depilis (Lacerda, 2000); Plebeia remota (Alves et al.,
2004) e Trigona (Lepidotrigona) ventralis (Chinh & Sommeijer, 2005).

Em algumas espécies, entretanto, a produgdo de machos tem se mostrado sazonal
como, por exemplo: Melipona favosa (Fabricius) (Sommeijer et al., 1999); Trigona nigra var.
paupera Provancher (Sommeijer et al., 1984);, Melipona beecheii Bennett (van Veen et al.,

1990;1992), Leurotrigona muelleri Friese (Terada, 1974); Melipona quadrifasciata
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(Camargo, 1976 e Bezerra, 1995), Plebeia (Friesella) schrotkyii Friese (Camillo-Atique,
1977) e Schwarziana quadripunctata (Alves & Imperatriz-Fonseca, 2005).

Velthuis et al. (2005) reviram os padrdes de produgéo de machos em algumas espécies
de abelha sem ferrdo e verificaram que os periodos ciclicos de produgdo de machos (MPP)
ocorrem em coldnias individuais, também observado em Melipona favosa (Chinh et al., 2003)
e Melipona bicolor (Alves, 2004), embora isto ndo reflita no contexto populacional, ou seja,
geralmente a produgdo de machos ocorre continuamente ao longo do ano.

A respeito da influéncia de fatores externos na produgdo de machos, Bego (1982)
aponta que os fatores extrinsecos a colonia como a temperatura e precipitagdo, que
desempenham papel na disponibilidade de alimento no ambiente, ndo sdo os fatores
determinantes na produtividade de machos; segundo a autora, os fatores intrinsecos como a
densidade populacional da coldnia, que pode ser conseqiiéncia do estoque de poélen e mel, sdo
os fatores determinantes.

Em seu estudo com Melipona beecheii, Moo Valle et al ( 2001) testando o efeito da
nutri¢do na produgdo de sexuados, observaram que as coldnias pouco alimentadas produziram
0,7% de machos na populagdo, enquanto as coldnias superalimentadas produziram 23,4%,
concluindo que as reservas de alimento tem forte influéncia na produgdo dos machos.

E valido ressaltar que, as células de cria coletadas mensalmente nas colénias de F.
varia eram compostas por cé€lulas que continham abelhas nos estagios de pupa. Observamos
que as pupas de macho coletadas levaram em média 14 a 20 dias para completar seu
desenvolvimento e emergir do casulo. Portanto, devemos considerar que na natureza, os
individuos adultos que est@o aptos a desempenharem seu papel reprodutivo, serdo encontrados
no més seguinte ao da coleta dos dados aqui apresentados

Os dados obtidos acerca da produgdo de machos em Frieseomelitta varia, sido
importantes pois sabendo as épocas de maior disponibilidade de machos na natureza,
podemos sincronizar com a producdo “in vitro” das rainhas, aumentando o sucesso no
estabelecimento das mini-colonias, haja vista que, algumas rainhas produzidas in vitro e que
foram introduzidas desapareceram do ninho, provavelmente ndo haviam machos préximos
para realizar a copula e, ao sairem para realizar o voo nupcial, por longo tempo se perderam
ou foram predadas.

Como mencionado anteriormente, a quantidade de alimento estocado nas colOnias,
influenciam na produ¢do de sexuados, entretanto, ndo observamos escassez de alimento nas
colénias de Frieseomelitta varia utilizadas na coleta dos dados, mesmo porque as abelhas

desta espécie sdo conhecidas por serem excelentes coletoras de polen e as colénias foram
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selecionadas para este estudo considerando suas condigdes internas de estoque de alimento.
Contudo, estudos mais detalhados a respeito de tal tema devem ser realizados, para que a

influéncia do alimento estocado na produgdo de sexuados nesta espécie possa ser esclarecida.
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De acordo com os resultados obtidos, podemos concluir que:

Em uma célula de operaria/macho de Frieseomelitta varia, é depositado em média
26,7 £ 3,55 pl de alimento larval. Entretanto, a quantidade de alimento aprovisionado nas
celulas pode variar dependendo da estagéo do ano (seca ou chuvosa) e da disponibilidade de
recursos alimentares.

A hipotese da presenga de quatro instares larvais para as abelhas da espécie
Frieseomelitta varia, representou o melhor ajuste dos dados, com coeficiente de determinagio
(R?) igual a 0,98 e média da razdo de crescimento (K) igual a 1,37. Assim, as larvas
amostradas neste estudo apresentaram intervalos de largura da cépsula cefilica entre 0,333 -
0,429 mm como sendo o primeiro instar; 0,476 - 0,577 mm o segundo; 0,650 - 0,762 mm o
terceiro e, 0,866 - 1,143 mm o quarto e dltimo instar larval.

O desenvolvimento das larvas transferidas (em fase tardia de desenvolvimento) em
rainha ocorre a partir da ingestdo de 25 até 40ul de alimento larval extra, desta forma as larvas
que dardo origem a rainhas se alimentam em média 2,23 mais que as larvas que se
desenvolverdo em operarias.

Em relagdo ao tempo de desenvolvimento dos individuos obtidos nos experimentos,
verificamos que as rainhas produzidas sob condi¢des controladas (n= 56) levaram em média
29,25 + 2,63 dias para emergir. As operarias por sua vez, apresentaram tempo menor de
desenvolvimento, em média 22,56 + 2,38 dias.

Com base em apenas um individuo de F. varia produzido, portador de caracteristicas
combinadas de rainha e operaria, ndo € possivel afirmar se pertencia ou ndo a uma intercasta.
Sugerimos que novos experimentos sejam realizados a fim de se produzir maiores
quantidades destes individuos para que sejam analisados detalhadamente.

A maioria das rainhas produzidas “in vitro” que foram introduzidas nas mini-colonias
apresentaram comportamentos semelhantes ao de rainhas virgens naturais quando se
encontravam na presenga das operarias.

Ap0s a introdugdo das rainhas virgens produzidas nas mini-colonias, elas levaram em
média 38,5 + 22,25 dias para fecundar.

Machos de Frieseomelitta varia sdo produzidos constantemente ao longo do ano,
embora ocorra uma varia¢ao na sua produ¢@o natural em alguns meses. Encontramos uma
menor freqliéncia de pupas de machos nos meses de setembro e outubro, por outro lado nos
meses de dezembro, janeiro e julho a ocorréncia destes individuos em relagdo as operarias foi

maior.
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