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RESUMO

SOUZA, Crislayne Maria de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2015. CONTROLE DA PRODUGAO DE RAINHAS EM Plebeia lucii, MOURE
— 2004 (HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI) Orientador: Lucio Antbnio
de Oliveira Campos.

Em Meliponini, o papel da rainha fisiogastrica no controle da produgao de
células reais ainda n&o esta estabelecido. O objetivo deste trabalho foi verificar
a influéncia da rainha na producdo de células reais em Plebeia lucii. A
construgao células reais foi observada em col6nias experimentais, divididas em
quatro diferentes tratamentos: i) isolados; ii) tela grossa; iii) tela fina; iv) duas
telas finas. Para cada tratamento, a rainha foi colocada em apenas um dos
lados, deixando o outro lado colmeia sem rainha; Rainhas produzidas nessas
diferentes situagbes foram comparadas com rainhas produzidas em colbnias
naturais. Maior numero de células reais foram construidas na seccédo das
colénias experimentais sem rainha. Em geral, um maior numero de células
reais foram construidas em lados orfaos. Nos tratamentos onde n&o havia
contato entre os individuos dos dois lados da colénia (I e IV), apresentaram as
maiores diferencas na quantidade de células reais construidas entre os dois
lados da colbnia. Assim, os resultados foram semelhantes para quando os
feromdnios volateis podem passar de um lado para o outro, e para aqueles em
que nédo ha passagem de feroménios volateis. O tamanho das rainhas
produzidas nos tratamentos nao diferiu entre rainhas produzidas em condi¢des
naturais. Os resultados sugerem que os feromébnios de contato, e nao
feromdnios volateis sdo importantes no controle da producédo de células real

em abelhas.



ABSTRACT

SOUZA, Crislayne Maria de, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2015. CONTROL PRODUCTION OF QUEENS IN Plebeia lucii MOURE -
2004 (HYMENOPTERA, APIDAE, MELIPONINI). Adviser: Lucio Antbnio de
Oliveira Campos.

In Meliponini, the queen's role on royal cell production control is not yet
established. Our objective was to investigate the queen's influence in royal cell
production in Plebeia lucii. The royal cells construction was observed in
experimental colonies, divided in four different treatments: i) isolated; ii) opened
screen,; iii) closed screen; iv) two closed screens. For every treatment, we put
the queen at one side, leaving the other side queenless. Queens produced in
these different situations were compared with natural queens. In general, a
greater number of royal cells were constructed in queenless sides. For
treatments were bees from the queen-right side did not have contact with bees
from the queenless side (i and iv) we saw the biggest differences in royal cells
constructed between sides. Thus, even when volatiles could pass from one side
to another, the results were similar to those where none could pass. The size of
queens emerged from all treatments did not differ from queens produced in
natural conditions. Our results suggest that contact pheromones, and not
volatile pheromones, are important in the control of royal cells production in

bees.

Vi



1. INTRODUGAO

A tribo Meliponini (Lepeletier, 1836) (Hymenoptera, Apinae) é
representada por insetos conhecidos popularmente como abelhas indigenas
sem ferrdo, por apresentarem seu aculeo (ferrdo) atrofiado (Nogueira-Neto,
1997). Sao insetos sociais com grande diversidade e distribuicdo geografica
(Sakagami, 1982; Roubik, 1989), encontrados principalmente em regides
tropicais e subtropicais. No Brasil, essa tribo € bastante representativa, com
aproximadamente 244 espécies descritas, pertencentes a 29 géneros (Pedro et
al. 2014).

As abelhas sem ferrdo possuem um importante papel ecolégico, pois
sao polinizadores de diversas plantas, algumas dependem exclusivamente
desses insetos para se reproduzirem, atuando, portanto, na manutencao da
diversidade da flora (Kerr, 1996). Acredita-se que, no Brasil, cerca de 40 a 90%
das arvores nativas sejam polinizadas por abelhas sem ferrao (Kerr, 1996).
Muitas espécies de Meliponini sdo importantes como polinizadores de culturas
agricolas, e de plantas nativas, apresentando também um importante papel

econdmico (Jaffé et al. 2015).

Apesar da maior parte das abelhas serem solitarias, diferentes graus de
comportamento social sdo observados em diversos grupos. As abelhas da tribo
Meliponini, juntamente com Apini (Latreille, 1802), sdo eussociais (Michener,
1974; 2000; Sakagami, 1982; Wille, 1983), comportamento caracterizado por
trés critérios, i) individuos da mesma espécie ajudam de forma cooperativa na
criacdo dos jovens; ii) divisdao de tarefas reprodutivas em uma sociedade em
que um grupo de individuos é infértil e colabora com a criagao dos filhos dos
individuos férteis da colbnia, além de desempenharem outras fungdes de
manutengdo da colbnia; e iii) existéncia de uma sobreposi¢do de pelo menos

duas geragoes (Wilson, 1971).

As rainhas possuem fungao principalmente reprodutiva. Sua presenca
na colénia é fundamental para garantir a integridade e funcionalidade da
sociedade. As operarias sao responsaveis pela manutengdo da colbnia,
realizando atividades como; cuidado da prole, coleta de alimento, construcéo e

defesa do ninho, limpeza e aprovisionamento das células de cria, dentre outras
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(Michener, 1974; Page & Peng, 2001). O desenvolvimento de operarias e
rainhas diverge do ponto de vista morfologico e fisiolégico, culminando em
adultos que diferem também em suas caracteristicas comportamentais

(Weaver, 1966; Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990).

Em algumas espécies, as operarias apresentam ovarios ativos e
produzem ovos na presencga da rainha (Sakagami et al. 1963). Estes ovos
podem ser viaveis e contribuir com a produgdo de machos (Beig, 1972; 1984;
Sommeijer et al. 1999; Paxton et al. 2003), ou podem ser troficos, que séo
ingeridos pela rainha antes da postura de seus ovos (Silva et al. 1972) ou pelas
préprias operarias durante o processo de postura da rainha (Koedam et al.
2005). Em Plebeia lucii Moure (2004), e géneros como Frieseomelitta e

Duckeola a postura de ovos troficos ndo ocorre (Michener, 1946).

Em abelhas do género Apis (Linnaeus, 1758), a quantidade e a
qualidade do alimento larval sdo fundamentais para a diferenciacéo de castas.
As futuras rainhas sdo alimentadas com geleia real durante todo o seu
desenvolvimento, e as larvas que dardo origem as operarias, recebem uma
mistura de mel e pdlen apds o terceiro dia idade (Weaver, 1974; Asencot &
Lensky, 1984). O processo de alimentagdo das larvas em Apis mellifera &
progressivo, em virtude do fato das operarias nutridoras depositarem o

alimento nas células durante visitas periodicas (Michener, 1974).

Nas abelhas sem ferrdo ndo ha diferengcas na qualidade do alimento
oferecido as larvas que originardo rainhas ou operarias (Kerr et al. 1966;
Camargo, 1972; Hartfelder & Engels, 1989). Este é constituido por uma
secrecao produzida pelas glandulas hipofaringeas das operarias nutridoras, e
uma mistura de pdlen e mel com aproximadamente, 16% de polen e 8% de mel
(Hartfelder & Engels, 1989). Todas as células de cria recebem alimentacao
massal, ou seja, todo o alimento consumido pela larva durante seu
desenvolvimento € posto pelas operarias na célula de cria antes da oviposi¢ao
da rainha (Kerr et al., 1966). A diferenciagcao das castas em Meliponini envolve
fatores troficos e genéticos no género Melipona ou apenas troficos nos demais

géneros (Kerr, 1950).



Em espécies do género Melipona (llliger, 1806) o mecanismo de
determinacdo das castas tem base genética (Kerr, 1950) modulado por
influéncias ambientais (Kerr & Nielsen, 1966; Kerr, 1974; Engel & Imperatriz-
Fonseca, 1990; Velthuis e Sommeijer, 1991). As rainhas se desenvolvem em
células com o mesmo tamanho que as células de operarias e de machos (Kerr
et al. 1996) (Figura 12 - Ribeiro et al, 2006). 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).

No caso da maioria das espécies que apresentam exclusivamente
determinacao trofica, as células de cria de operarias e rainhas possuem
tamanhos diferentes, sendo aquelas que originam rainhas, maiores que as
demais, e sdo chamadas de realeiras ou células reais (Figura 1b - Ribeiro et al,
2006). Nas realeiras, a quantidade de alimento colocado é bem maior que das
células das quais emergem operarias e machos (Camargo, 1972; Sakagami,
1982; Zucchi, 1993).

A maioria dos géneros de Meliponini apresentam as células de cria
dispostas em favos, mas em alguns géneros como Frieseomelitta, Dukeola,
Leorotrigona e em algumas espécies de Plebeia e de diversos outros géneros
as células de cria sédo dispostas em forma de cacho (Terada, 1974; Faustino, et
al. 2002, Teixeira, 2007; 2012). Nestas espécies de meliponineos, pelo menos
parte das rainhas se desenvolvem em casulos reais formados a partir da
jungao de duas células de cria de tamanho normal (Figura 1c) (Terada, 1974;
Faustino et al. 2002; Teixeira, 2007). A larva que dara origem a rainha, apés
ingerir o alimento da sua célula, perfura a parede da célula adjacente e ingere o
alimento ali presente, desenvolvendo-se entdo em rainha (Terada, 1974).
Nesses casos, larvas fémeas que recebem alimento de duas células dao

origem a rainhas (Teixeira, 2012).



Figura 1: Mecanismos de determinagdo das castas nas abelhas da tribo Meliponini. a) género
Melipona; b) demais géneros; c) algumas espécies dos géneros Leurotrigona, Frieseomelitta e
Plebeia. (modificado de Ribeiro et al., 2006).

Geralmente, a producédo de rainhas virgens em meliponineos ocorre
durante todo o ano. Rainhas virgens podem substituir a rainha da colmeia em
caso de morte desta ou enxamear junto com parte das operarias para fundar
um novo ninho; Caso contrario, estas rainhas virgens sdo mortas ou expulsas

da colmeia pelas operarias (Campos & Peruquetti, 1999).

Apesar desta constante produgdo, ha casos nos quais as coldnias
perdem suas rainhas sem haver na coldnia outra para substitui-la. Em Apis, em
resposta a condicdo de orfandade, as operarias escolhem larvas em idades
especificas para desenvolver-se em rainhas, as quais sdo chamadas de rainha

de emergéncia (Fell & Morse, 1984).

Em Meliponini ha poucos casos registrados de rainhas de emergéncia e
acredita-se que isso se deve ao modo de alimentagado das larvas, divergente
em relagdo a Apis, uma vez que na alimentacdo massal as células de cria sdo
fechadas no final do processo de postura (aprovisionamento e postura), ja com
todo o alimento que a larva consumira durante seu desenvolvimento. Plebeia
lucii e Frieseomelitta varia produzem rainhas de emergéncia através da adigéo
de células auxiliares. Trabalhos recentes tém demonstrado que em P. lucii a
adicao de célula auxiliar € o modo utilizado para producao de rainhas tanto em
resposta a orfandade quanto em col6nias com rainhas, fato que ocorre também
em F. varia, F. silvestre (Faustino et al. 2002; Teixeira, 2007, 2012).

Em P. lucii, as larvas fémeas que tém acesso ao alimento da sua célula
se desenvolvem em operarias, € aquelas que se alimentam de uma quantidade
extra, aprovisionado em uma célula adjacente (célula auxiliar), construida pelas

operarias, diferenciam-se em rainha (Figura 2) (Teixeira, 2007). Nesta espécie,



as células de cria que dao origem a rainhas e operarias, possuem inicialmente
o0 mesmo tamanho, mas devido a incorporacado da célula auxiliar, as realeiras
formadas apresentam o dobro do tamanho da célula original (Teixeira, 2007)
(Figura 2).

Figura 2. Células auxiliares em diferentes estagios de construgao de P. lucii. A) Inicio da
construgao de célula auxiliar. B) Célula auxiliar quase pronta. C) Célula real formada.

Em Apis mellifera, as rainhas produzem feromdnios, o que permite que
as operarias as identifiquem como rainhas (Velthuis, 1970). Esses feroménios
agem como moduladores do comportamento, ou seja, sua produgao durante a
fase reprodutiva de rainhas ou de operarias férteis provoca a inibicdo do
desenvolvimento ovariano de outras operarias, ou inibe a construgdo de
realeiras (Monnin, 2006). J& em Meliponini, em geral, e nas espécies que
constroem células em cacho, em particular, o papel da rainha fisiogastrica no

controle da producéao de células reais ainda nao esta estabelecido.

Estudar a biologia e os mecanismos de produgao de rainhas € o primeiro
passo para possibilitar a multiplicagdo dos ninhos em larga escala, viabilizando
sua utilizagdo como polinizadoras ou para introdugcao em locais que foram
extintas, além de possibilitar estudos sobre a biologia e a determinacdo de

castas nos Meliponini.



2. OBJETIVOS

21. Geral:

Verificar a influéncia da rainha na producéo de células reais em Plebeia
lucii.
2.2. Especificos:

2.2.1 Verificar o efeito dos quatro diferentes graus de isolamento das

rainhas na produgao de células auxiliares em coldnias de P. lucii.

2.2.2 Determinar o tempo de resposta para producdo de ceélulas

auxiliares de P. lucii de acordo com grau de isolamento da rainha.

2.2.3 Verificar se ocorre variagdo de tamanho nas rainhas de P. lucci
produzidas no experimento em comparagdo com rainhas produzidas em

colbnias naturais.



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtencgao do material:

Foram utilizadas 32 colénias de P. lucci mantidas em caixas de criagao
experimental no Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa,

Minas Gerais, local onde os experimentos foram realizados.
3.2. Tratamentos:

A observacgao das construcdes de células reais foi realizada nos meses
de setembro de 2014 a margo de 2015.

Inicialmente, as colbnias naturais visualmente consideradas médias e
fortes (com quantidade razoavel de células de cria e operarias), tiveram suas
células de cria, potes de alimento, individuos adultos e rainha transferidos para
caixas experimentais; células reais, eventualmente existentes, foram retiradas
e acondicionadas em placa de petri € mantidas em estufa B.O.D., juntamente
com operarias jovens para emergéncia das rainhas, as quais foram utilizadas

para avaliagdo morfologica.

Para colénias experimentais foram confeccionadas caixas de madeira
com dimensdes 14 X 14 cm e 9 cm de altura, separadas ao meio por divisoria,
de modo que cada caixa continha dois compartimentos ou secg¢des. Cada
metade da caixa recebeu igualmente 0 mesmo numero de células de crias,
potes de alimento e de operarias da coldnia original, sendo que apenas um dos
compartimentos recebeu a rainha. Dessa forma dois status foram
estabelecidos: compartimento com rainha e compartimento sem rainha (Figura
4).

As colbnias experimentais foram cobertas com vidro de modo a permitir
a observacao, e para evitar a entrada excessiva de luminosidade foi colocada
uma cartolina preta sobre o vidro. Estas foram mantidas em estufa B.O.D com
temperatura controlada a 28°C, onde foram mantidas fechadas e alimentadas
regularmente por um periodo de 20 dias.



Para verificar a influéncia da rainha sobre a construgao de células reais
pelas operarias, foi observada a frequéncia de construgcao de células reais em

caixas submetidas a quatro diferentes tratamentos (Figura 4):

T1 (isoladas): A diviséria foi constituida por uma chapa de aluminio

separando, assim, os dois lados da caixa experimental por completo.

T2 (tela grossa): A divisoria foi constituida por uma tela que permitia a
passagem das operarias entre os dois lados da caixa experimental, mas nao da

rainha, evitando que esta realizasse postura nos dois compartimentos.

T3 (tela fina): A divisoria foi constituida por uma tela fina, onde né&o
permitia a passagem da rainha e das operarias entre os dois compartimentos
da colénia, mas permitia contatos como antenagdo e trofalaxia entre as

operarias dos dois lados.

T4 (2 telas finas): A diviséria foi constituida por 2 telas finas com
distancia de 1cm entre elas, desta forma, ndo houve nenhum tipo de contato
fisico entre as abelhas dos dois compartimentos da colbnia, apenas a

passagem de possiveis volateis.

5? Operaria

% Rainha

T I T

I Chapa de aluminio

% Tela grossa

ﬁ Tela fina

Figura 4. Esquema mostrando a configuragdo das caixas experimentais.

Para cada tratamento foram realizadas oito repeti¢cdes, sendo que cada

col6nia foi usada apenas uma vez.



O numero de células reais produzidas em cada tratamento para cada
compartimento da colonia experimental foi contabilizado diariamente num

periodo de 20 dias por repeticao.

3.3. Células reais obtidas:

Ao término de cada periodo de observacao foram retiradas das colénias
experimentais todas as células reais obtidas, mantidas em placa de Petri e
armazenadas em estufa B.O.D. a 28°C, juntamente com operarias jovens (do
mesmo tratamento), para possibilitar a emergéncia das rainhas virgens. Logo
apés a emergéncia, estas foram fixadas em Stefanini’'s Zamboni
(paraformaldeido 4% tamponado e &cido picrico 0,4%) e mantidas em

freezer a 12°C.
3.4. Comparagao morfolégica:

Rainhas virgens obtidas de realeiras retiradas das col6nias naturais
durante a montagem do experimento, rainhas fisiogastricas e rainhas virgens
obtidas no experimento, tiveram a imagem capturada com auxilio de
microscopio estereoscopio Zeiss® Axiocam MRc acoplado com camera digital
Canon® (PoweShot A620). As distancias interorbital e intertégula foram obtidas
com auxilio do software Image Pro Plus®. A distancia interorbital foi medida
entre os limites internos dos olhos compostos (Figura 5 A). A distancia
intertégula foi medida tragcando uma linha imaginaria sobre o mesoscuto, entre

as tégulas, em sua regiao mais convexa (Figura 5 B).

Figura 5. Esquema representando os locais de medi¢ao da distancia interorbita (A) na cabeca e
distancia Intertégula (B) no térax.



3.5. Analises estatisticas:

Todos os dados foram analisados utilizando modelos lineares
generalizados (GLM) em software estatistico R (R Core Team, 2014). Os
modelos foram analisados para verificar a sua importancia e, apés a analise, a
dispersdo dos dados foi verificada para verificar sua distribuicdo. Para
comparagao do numero de células reais produzidas, e comparacédo do tamanho
das rainhas foi realizada a analise de variancia ANOVA e X? para os dados néo

parametricos.
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4. RESULTADOS

4.1. Células reais produzidas

Obteve-se um total de 84 células reais, distribuidas conforme a tabela 1.

Tabela 1. Numero de células reais produzidas em cada tratamento (c/ra= lado da
colénia com rainha, s/ra= lado da colénia sem rainha).

Tratamentos

Repetics Isolado Tela grossa Tela fina 2 telas finas
epetigoes clra s/ra c/ra s/ra clra s/ra c/ra s/ra
A 1 4 2 2 3 1 0 2

0 2 1 1 1 4 0 1

C 0 2 2 2 1 5 1 6

D 0 0 0 2 0 0 0 0

E 0 0 2 0 1 2 0 0

F 1 1 0 0 0 1 0 0

G 1 3 2 7 1 3 0 1

H 0 3 0 3 0 1 2 3
Total 3 15 9 17 7 17 3 13

Agrupando-se os dados dos diferentes tratamentos, houve diferencga
significativa entre o numero total de células produzidas no status com rainha
(n=22) em relagédo ao sem rainha (n=62) (P< 0,01), como apresentado na figura
6. Os dados gerais mostram que as operarias que estavam em contato direto
com a rainha construiram menor numero de células reais em relagado aquelas
do outro status. No entanto, nas andlises de cada tratamento apenas T1

(Isolado) apresentou diferenca significativa entre os status (Figura 7).
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Figura 6. Diferenca na construcdo de células reais totais, entre os status com e sem

rainha. Anova (P<0,01). Barras com desvio padrao.
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Nimero de células reais

:

Isolado Tela grossa Tela fina 2 Telas finas

Status

orainha

. srainha

Figura 7. Diferengca na construgdo de células reais entre os status, por tratamento. O
tratamento Isolado apresentou diferenga significativa ( P=0,006) entre os status. Tratamentos
Passam (P=0.246), Tela fina (P=0,075), 2 Telas finas (P=0.107) ndo apresentaram diferenca

estatistica pelo teste Anova a 5% de significancia. Barras com desvio padrao.

Os diferentes tratamentos apresentaram semelhantes numeros

totais de

producao de célula real (T1=18; T2=26; T3=24; T4=16; p>0,05; ANOVA)

(Figura 8).
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Figura 8. Comparagao entre o total de células reais produzidas nos tratamentos experimentais.

Barras com desvio padrao.
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4.2. Tempo para inicio da construgao de células reais em fung¢ao dos
niveis de isolamento

A construcdo de células reais se concentrou nos primeiros dias apés a
montagem das colbnias experimentais, principalmente na parte da colénia sem
a rainha fisiogastrica, havendo um declinio na producao de células reais com o
passar dos dias (Figura 9). Na parte da colénia com a rainha fisiogastrica, a
construgcédo de células reais se iniciou tardiamente em relagdo a anterior e se

manteve constante durante todo experimento (Tabela 2).

Algumas células reais s6 foram observadas ao final do periodo
experimental, por estarem escondidas, impossibilitando determinar o dia de sua
construcao. Frequentemente houve constru¢ao de mais de uma célula real por
dia.

Tabela 2. Tempo para inicio e decorrido para a de construgao de células reais em fungao dos
niveis de isolamentos.

Repeticoes
Tratamentos A B C D E F G H

Isolados c/ra 20(1) - - - - 11(1) 18(1) R

sira  8(1)-12(1)20(2)  6(1)-12(1)  8(1)-10(1) - - 4(1) 12(3) 6(1)-11(1)-19(1)
Telagrossa cira 12(1)-16(1) 5(1) 20(2) - 5(2) - 18(2) -

sira 8(1)-16(1) 5(1) 11(1)-14(1)  4(2) - - 4(3)-20(4) 2(2)-11(1)
Tela fina cra  7(1)-11(1)-16(1)  10(1) 10(1) - 4(1) - 14(1) -

sira 6(1) 6(1)-8(3) 6(1)-10(2)-20(2) -  4(1)-8(1) 7(1)  4(1)-7(1)-14(1) 12(1)
2telas finas cira - - 14(1) - - - - 8(1)-18(1)

slra 3(2) 12(1)  4(1)-6(4)-14(1) - - - 2(1) 4(1)-6(1)-18(1)

Dias decorridos para construgcao de células reais, entre parénteses o numero de células reais
construidas. Com rainha (c/ra) e sem rainha (s/ra).
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4.3. Analises morfolégicas das rainhas

Do total de 84 realeiras construidas, emergiram 53 rainhas, sendo 34
provenientes do compartimento sem rainha e 19 do compartimento com rainha
fisiogastrica. Foram obtidas 36 rainhas virgens de colbnias naturais e 25

rainhas fisiogastrica, as quais foram utilizadas para as analises morfoldgicas.

A comparagao do tamanho entre os trés tipos de rainhas (fisiogastrica,
virgens de campo, virgens do experimento) n&o apresentou diferenca
significativa, a respeito do tamanho da cabeca medidos entre as interdrbitas
(P=0,841) e largura do térax medidos entre as intertégulas (P=0,411) pelo teste
de analise de varidancia ANOVA a 5% de significancia (figuras 10 A e B).

Medidas em anexo (Tabela 3).
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Figura 10. Tamanho (mm) da cabega medido Interorbita e do toérax medido entre
intertégula de rainhas obtidas no experimento, em campo e fisiogastricas de Plebeia lucii.

Barras com desvio padréao.

14



5. DISCUSSAO

A quantidade total de células reais construidas nas colbnias
experimentais foi significativamente maior na condigcdo da auséncia da rainha,
status sem rainha com 60 realeiras e 22 realeiras na presencga da rainha.
Resultado semelhante foi relatado por Teixeira (2007) para esta mesma
espécie, o qual reforca que a presenga da rainha é o fator principal para a
inibicdo da construgao de células reais; de outro modo, a auséncia da rainha é

um estimulo a construcido das células reais pelas operarias.

Em Meliponini, as espécies conhecidas nas quais as operarias
modificam o destino de algumas larvas induzindo a formagdo de rainhas de
emergéncia, a partir de larvas que, de outra forma, deveriam originar operarias,
sdo, F. varia (Faustino, 2002), F. silvestri (Teixeira, 2012), A. australia (Teixeira,
2012) T. carbonaria (Nunes et al., 2015) e P. lucii (Teixera, 2007); fato
reafirmado para P. lucii neste trabalho, onde houve uma grande quantidade de

células reais produzidas na auséncia da rainha.

Em subespécies de A. mellifera, a quantidade de realeiras construidas
varia de acordo com o tamanho e numero de individuos da colbnia, ou
diferengas na producgao e distribuicao dos feromoénios inibitérios (Feel & Morse,
1984; Neumann et al, 2000). Assim, o comportamento das operarias frente as
estas condicbes € o determinante na substituicido da rainha, portanto, na
construcdo de células reais (Schneider & Degrandi-Hoffman, 2008; Winston,
1989). Butler (1953) afirma que em A. mellifera, para que haja inibicdo da
construcao de células reais, € necessario o contato direto das operarias com a
rainha, para que haja troca de substancias inibitérias, hidrocarbonetos
cuticulares, que atuam na inibicdo da producao de realeiras. Em Meliponini até
o0 momento existem poucas evidéncias sobre o efeito dos feroménios volateis

influenciarem na inibicdo da construcéo de células reais.

Nos experimentos aqui realizados com P. lucii, a maior diferenga
observada na construgao de realeiras entre os status com e sem rainha, foi nos
tratamentos, T1 (isolados) e T4 (2 telas finas). Em ambos os tratamentos n&o

houve contato entre a rainha fisiogastrica e as operarias de um lado com as
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operarias do lado oposto. Isso sugere que possiveis substancias volateis
produzidas pelas rainhas de P. lucii, como observadas neste trabalho, nao
influenciaram, de modo significativo, as taxas de produgdo de células
auxiliares, e que o contato entre a rainha e operarias, € necessario para que se
tenha inibicdo da construcao de realeiras, como foi verificado por Nunes et al.
(2014) em Friesella schrottkyi, onde os hidrocarbonetos cuticulares sdo os
responsaveis pela identificagdo e controle social por rainhas fisiogastricas

nesta espécie de Meliponini.

Nos tratamentos T2(tela grossa), e T3(tela fina) ndo houve diferencga
significativa na construgcdo de células reais entre os diferentes status da
col6nia. As operarias estavam livres para circular entre os dois compartimentos
da colénia em T2, assim, possivelmente, existia o contato indireto entre rainha
e todas operarias de toda colénia. Em T3 havia apenas uma tela fina,
possibilitando antenagao e possivelmente trofalaxia entre as operarias dos dois
compartimentos. Resultado semelhante foi apresentado por Mussbichler (1952)
onde rainhas de A. mellifera enjauladas dentro da colbnia, exerciam inibicao da
construcao de células reais, desde que as operarias pudessem realizar algum
contato com sua rainha através da jaula (antenagdo e trofalaxis). O autor
também relata que quando o contato entre a rainha e as operarias era
interrompido por um tempo, estas abelhas logo apresentavam sinais de
orfandade; isso também ocorre quando a colénia esta superpovoada, o que
impede que haja contato da rainha com todas operarias da colbénia (Winston
1990).

Os insetos sociais apresentam mecanismos de comunicag¢do, nos quais
estdo envolvidos compostos ndo volateis como muitos hidrocarbonetos
(Howard & Blomquist 2005). Estas substancias apresentam uma assinatura
especifica para as diferentes castas, e € necessario que haja contato direto
entre os individuos para sua percepg¢ao, ja que nao sdo compostos volateis. Os
hidrocarbonetos cuticulares atuam como feromdénios moduladores e
desencadeadores de comportamentos. Testes sobre a influéncia da presenca
da rainha no desenvolvimento ovariano de formigas mostram que a inibicao sé
ocorre por meio de ferombnios de contato como alguns hidrocarbonetos

cuticulares (Wilson,1963 apud Liebig et al., 2000). Esse efeito modulador
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também foi observado em Bombus terrestris por Lopez- Vaamonde e
colaboradores (2007). Neste estudo os autores demonstraram que os
ferombénios n&o volateis inibem tanto o comportamento de postura de
operarias, quanto o desenvolvimento de outras rainhas em colbnias da espécie
(Velthuis et al. 2002, Toth et al. 2002, Koedam et al. 2005, Ratnieks et al.
2006). Para Meliponini Nunes et al (2014) verificaram que hidrocarbonetos
cuticulares de rainhas fisiogastricas inibem o desenvolvimento ovariano das

operarias, o artigo nao trata sobre o a construgcao de células reais.

O comportamento agressivo da rainha também € uma forma de controle
da construgao de células reais, este comportamento ocorre principalmente para
especies eussociais primitivas com coldnias pequenas, entretanto em colbnias
com grande quantidade de individuos essa dominancia fisica € improvavel
(Keller & Nonacs, 1993). Agressividade da rainha nos Meliponini ainda n&o foi

muito bem estudada, e neste trabalho nao foi observado tal comportamento.

A construcdo de realeiras, em todos os casos mencionados, quando
ocorre inibicdo, € necessario que haja contato direto entre operarias e rainha.
Desta forma, em colbnias 6rfas as operarias apresentam comportamentos
diferentes daquelas que estdo em contato direto com a rainha, resultando em
ativacao do ovario, ou diretamente na construgcédo de realeiras, comportamento
verificado neste trabalho. A producio de realeiras em Apis € inibida somente
pela presenca fisica da rainha e ndo pelas suas secregdes volateis. (Butler,
1960. Lensky & Slabezki 1980). Assim dados obtidos permitem sugerir que em
P. lucii a inibicdo de células reais também é realizada por feromonios da rainha,
principalmente por feroménios de contato, desta forma, é necessario que se
tenha presenca da rainha ou de seus compostos, para que a inibicdo da

construcao de realeiras ocorra.

Nos experimentos com P. lucii a construgdo de células reais iniciou com
48 horas ap6s a divisao experimental, na parte da col6nia sem a rainha, com
maior numero de células reais construidas com 96 horas apods a divisdo
experimental, havendo um declinio na produgao de células reais com o passar
dos dias, fato semelhante foi verificado por Teixeira (2007) para colénias 6rfas

desta espécie. Ja na parte da colbnia com a rainha, a construcdo de células
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reais se iniciou com 96 horas apos a divisdo experimental, e se manteve
constante até os dias finais das observagdes, semelhante ao observado em
colénia com rainhas fisiogastricas (Teixeira, 2007). Em F. schrottkyi, o tempo
para inicio da construcdo das realeiras ocorreu em até 24h da montagem
experimental, estando relacionado a percep¢ao da auséncia da rainha pelas
operarias, ou melhor, do tempo de permanéncia dos feroménios de rainha, que
sdo hidrocarbonetos cuticulares (Nunes et al., 2014). Corroborando ao
comportamento ja observado em colbnias orfas de A. mellifera (Winston et al
1989), Nunes et al (2014) em outro experimento com col6nias orfas de
Tetragonula carbonaria (Smith, 1854 ) verificou que a construgao de realeiras se

inicia entre o terceiro e sexto dia de orfandade da colénia.

Houve emergéncia de 53 rainhas virgens das 82 células reais
produzidas no experimento. Com relagcdo ao tamanho, estas rainhas nao
diferiram estatisticamente de rainhas produzidas em colb6nias naturais,
demostrando que, rainhas produzidas experimentalmente, em situacdes
controladas, sao produzidas através de processos semelhantes, como a
construgcao de células auxiliares e também com a mesma quantidade de
alimento depositado pelas operarias nas células de cria e auxiliar, tanto em
colénias orfas como naturais. Teixeira e Campos (2005) e Teixeira (2007)
relataram que rainhas de P. lucii produzidas em colbnias 6rfas experimentais,
eram menores do que aquelas produzidas em colénias naturais com rainha

fisiogastrica.

Em Meliponini, € comum a variagdo de tamanho entre rainhas, havendo
inclusive espécies que produzem, além das rainhas com tamanho natural,
rainhas miniaturas ou anas, as quais sao produzidas em células de mesmo
tamanho que as de operarias e apresentam tamanho menor que as rainhas
emergidas de células reais tipicas (Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990;
Imperatriz-Fonseca et al., 1997; Bourke & Ratnieks, 1999; Ribeiro, 2004;
Wenseelers et al., 2005; Ribeiro et al., 2006). O presente trabalho mostrou que
os tamanhos das rainhas produzidas em resposta a orfandade em colbnias
experimentais ou em condigcdes naturais sao semelhantes, ou seja, os
tamanhos variam de modo semelhante dentro dos tratamentos e em condi¢des

naturais.
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6. CONCLUSAO

Em colbnias experimentais de P. Lucii, a quantidade de realeiras
produzidas € maior quando as operarias nao possuem nenhum tipo de contato
fisico com a rainha. Desta forma pode-se verificar que provavelmente séo os
feromonios de contato da rainha que atuam na inibigcdo da construgdo de novas

células reais e consequentemente na producao de rainhas.

A resposta das operarias de P. lucii em relacao a perda de contato com a
rainha ¢é iniciada nas primeiras 48 horas, resultando em construgcdo de
realeiras, mostrando que as operarias percebem rapidamente a falta da rainha

na colbnia e iniciam o processo de producéo de rainhas de emergéncia.

Rainhas produzidas em condi¢gdes controladas apresentam tamanhos
semelhantes as rainhas produzidas em coldnias naturais, mostrando que estas
rainhas sdo possivelmente produzidas de forma semelhante as produzidas em
coldnias naturais. Os experimentos também mostram que é possivel produzir
rainhas em col6nias experimentais, que podem ser utilizadas na substituicdo da

rainha fisiogastrica ou na multiplicagao de coldnias.
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Tabela 3. Medidas da largura intertégula e interorbita dos trés grupos de

ANEXO

para avaliagdo morfoldgicas no experimento.

rainhas utilizadas

Rainhas fisiogastricas

Rainhas do experimento

Rainhas do campo

med. med. med.
individuo r:::gé d: do individuo r:aegé da do individuo meg. da do
¢ torax ¢a torax cabeca torax
F 01 0,85 1,05 TO1 0,87 0,93 co 0,84 1,00
F 02 0,89 0,97 To02 0,81 0,87 co02 0,85 0,94
F 03 0,87 0,94 ToO3 0,80 0,91 co3 0,84 0,94
F 04 0,87 0,97 To4 0,88 0,89 Cc 04 0,88 1,04
F 05 0,91 0,97 TO05 0,87 0,96 Cco5 0,87 1,00
F 06 0,85 0,91 T 06 0,85 0,94 Cc 06 0,89 0,96
F 07 0,90 1,04 TO7 0,86 0,99 c 07 0,87 0,93
F 08 0,88 1,00 ToO8 0,82 0,88 cos 0,81 1,05
F 09 0,84 0,97 TO09 0,87 0,92 co09 0,90 1,03
F10 0,90 0,99 T10 0,86 0,94 Cc10 0,85 0,92
F11 0,92 0,95 T1 0,90 1,04 c1 0,86 0,94
F12 0,91 1,01 T12 0,85 0,96 Cc12 0,88 0,97
F13 0,86 0,97 T13 0,87 0,99 c13 0,88 0,95
F14 0,86 0,97 T14 0,87 0,96 cC14 0,89 0,94
F15 0,88 1,04 T15 0,84 0,88 Cc15 0,82 0,96
F16 0,88 1,02 T16 0,84 0,95 c 16 0,87 0,91
F17 0,86 1,01 T17 0,83 1,00 c17 0,88 0,97
F18 0,90 1,09 T18 0,85 0,99 c 18 0,84 0,96
F19 0,87 0,98 T19 0,78 0,90 c19 0,85 0,94
F 20 0,82 0,93 T 20 0,91 1,01 c20 0,92 0,99
F 21 0,85 1,05 T21 0,85 0,95 c21 0,89 0,92
F 22 0,89 0,97 T 22 0,84 0,85 C 22 0,81 0,99
F 23 0,87 0,94 T23 0,83 0,88 c23 0,85 0,99
F 24 0,87 0,97 T24 0,93 1,00 c24 0,87 0,99
F 25 0,91 0,97 T25 0,84 0,90 C25 0,88 1,00
T26 0,86 0,97 C 26 0,84 0,94
T27 0,89 0,97 c27 0,85 0,94
T28 0,83 0,88 C 28 0,84 1,04
T29 0,81 0,94 Cc29 0,85 1,00
T30 0,87 0,94 C30 0,84 0,96
T31 0,89 0,99 C3 0,85 0,93
T 32 0,79 0,88 C 32 0,85 1,05
T33 0,85 0,93 Cc33 0,81 1,03
T34 0,83 0,93 C34 0,85 0,92
T35 0,87 1,00 Cc35 0,86 0,94
T36 0,89 1,02 C 36 0,86 0,97
T37 0,88 0,99
T 38 0,89 1,06
T39 0,81 0,85
T 40 0,88 0,94
T4 0,82 0,91
T 42 0,86 0,94
T43 0,87 0,95
T44 0,88 0,95
T45 0,87 0,98
T 46 0,84 1,22
T 47 0,78 0,85
T 48 0,83 0,94
T 49 0,83 0,90
T50 0,87 0,99
T 51 0,87 0,98
T52 0,84 0,91
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