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RESUMO

FAGUNDES, lolando Brito. D. S. Universidade Federal de Vigosa, mar¢co de 2006.
Influéncia do status comportamental das operarias sobre o periodo de pré-
oviposicdo e sobrevivéncia de rainhas de Meélipona quadrifasciata Lep.
(HYMENOPTERA: MELIPONINI) em condi¢Bes de laboratorio. Orientador:
Lacio Antonio de Oliveira Campos. Conselheiros: José Eduardo Serréo e José
Henrique Schoereder.

No presente trabalho objetivou-se, a) investigar a influéncia do status
comportamental de operérias de diferentes origens no processo de reconhecimento e
comportamento defensivo; b) a influencia da idade das rainhas e do status
comportamental das operdrias no processo de aceitacdo de rainhas virgens; c) influéncia
do status comportamental das operérias sobre a sobrevivéncia e periodo de pré-
oviposicdo de rainhas de M. quadrifasciata em condicfes de laboratério. No primeiro
capitulo foram realizados trés ensaios (iniciativa de agressdo, nimero de lutas com o
tempo e ocorréncia de injUrias), onde grupos de operérias de diferentes origens e status
comportamental foram confrontados numa arena neutra. Na Situagdo controle, ndo
ocorreu qualquer interacdo agressiva entre os grupos confrontados. Os resultados
verificados para 0 grupo experimental indicam que o status comportamental e o grau de
experiéncia das operarias modulam o tipo de resposta agressiva a co-especificos ndo
familiares. Encontros realizados entre grupos de operérias forrageiras com operarias
forrageiras e de oper&rias forrageiras com nutridoras, resultaram em agressividade
mutua e elevado nimero de individuos injuriados. Resultado contrério ao encontrado
para operarias recém-emergidas, que, embora tenham iniciado alguns confrontos com
operarias forrageiras ou nutridoras, estes nunca resultaram em contra-atagues, e
conseglientemente, em operarias injuriadas. Encontros entre grupos de operérias
nutridoras com nutridoras e de operarias nutridoras com recém-emergidas nédo
resultaram em manifestacBes agressivas perceptiveis. No segundo capitulo desta tese,
rainhas virgens de zero a trés dias de idade foram marcadas e introduzidas em mini-
col6nias formadas por populacdes de operarias nutridoras ou forrageiras. Verificou-se
que a rejeicdo de rainhas por operédrias forrageiras aumenta com a idade das rainhas,
sendo as rainhas recém-emergidas de zero dia de idade as mais toleradas. Ja nos

encontros com operarias nutridoras, a maioria das rainhas virgens foi aceita
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independentemente da idade. Estes resultados indicam que operérias forrageiras e
nutridoras de M. quadrifasciata reagem de forma diferenciada a presenca de rainhas
virgens. No terceiro capitulo, rainhas copuladas em condi¢Bes de laboratério foram
introduzidas em mini-colénias constituidas por operarias forrageiras, nutridoras, recém-
emergidas e populacdo mista. Verificou-se que a idade das operérias influencia o tempo
de pré-oviposicéo e sobrevivéncia de rainhas de M. quadrifasciata em condi¢cbes de
laboratério. Os resultados indicam que, em colbnias constituidas por operarias
nutridoras ou populagdo mista, a mortalidade foi baixa, 0 nimero de rainhas em postura
foi elevado e o periodo de pré-oviposicdo foi reduzido. Em colénias constituidas por
operarias recém-emergidas, houve elevada mortalidade, postura tardia e reduzida
porcentagem de rainhas em postura. Em colnias formadas por operérias forrageiras néo

ocorreu postura e todas as rainhas morreram.



ABSTRACT

FAGUNDES, lolando Brito, D.S. Universidade Federa de Vicosa, march, 2006.
Influence of the workers bee behavioral status on the preoviposition period
and survival of queens of Melipona quadrifasciata Lep. (HYMENOPTERA:
MELIPONINI) in laboratory conditions. Adviser: Lacio Antonio de Oliveira
Campos. Committee members: José Eduardo Serrdo and José Henrique Schoereder.

In this work it was aimed at @) to investigate the influence of the workers bee
behavioral status of different origins in the recognition process and defensive behavior;
b) the influence of the age of the queens and of the workers bee behavioral statusin the
acceptance process of virgin queens; c) influence of the workers bee behaviora status
on the survival and preoviposition period of queens of M. quadrifasciata in laboratory
conditions. In the first chapter three trials were accomplished (aggression initiative,
number of fights with the time and occurrence of injuries), where workers bee of
different origins groups and behavioral status were confronted in a neutral arena. In the
controls situation, no happened any aggressive interaction among the confronted groups.
The results verified for the experimental group they indicate that the behaviora status
and the degree of the workers' bee experience modulate the type of aggressive response
the conspecific non-nestmates ones. Encounters between groups of forager workers and
of foragers with nurse workers, they resulted in mutual aggressiveness and high number
of injured individuals. Result contrary to the found for newly-emerged workers, that,
although they have begun some confrontations with forager or nurse workers, these
never resulted in counterattacks, and consequently, in injured workers. Though,
confronts between groups of nurse workers and nurses with newly-emerged workers,
haven't result in perceptible physical damages. In the second chapter of this thesis,
virgin queens of zero to three days were introduced in mini-colonies formed by
populations of nurse or foraging bees. It was verified that the rejection of queens by
foraging bees increases with the age of the queens, being the recently-emerged queens
more tolerated. However in the encounters with nurse bees, most of the virgin queens
they were accepted independently of the age, indicating that foraging bees and nurse
bees of M. quadrifasciata react in different ways to the presence of virgin queens. In
the third chapter of this thesis, copulated queens in laboratory conditions were

introduced in mini-colonies constituted by foraging bees, nurse bees, recently-emerged



bees and mixed population. We verified that the worker bees age influences the time of
pre-oviposition and survival of queens of M. quadrifasciata in laboratory conditions.
The results indicate that, in colonies constituted by nurse bees the mortality was low, the
number of queens in posture was elevated and the pre-oviposition period was reduced.
In colonies with mixed population, the pre-oviposition period was similar to the
colonies with nurse bees, however, the survival of the queens was shorter than in the
treatment previously referred. However, in colonies constituted by recently-emerged
bees, there was elevated mortality, delayed posture and reduced percentage of queensin
posture. In colonies formed by forager workers no posture happened and all the queens
died.
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As abelhas indigenas “sem ferrdo” pertencem a tribo Meliponini, sendo
encontradas em col6nias permanentes que possuem, desde algumas duzias, até milhares
de operédrias. Ao contrario de todas as outras abelhas e a semelhanca dos Apini,
possuem castas de fémeas diferentes, tanto morfolégica quanto comportamentalmente
(MICHENER, 1974; MICHENER, 2000).

Os Méliponini tém distribuicdo Pantropical. Todavia, espécies do género
Melipona sdo encontradas exclusivamente na regido Neotropical (MICHENER, 1974,
MICHENER, 2000).

No Brasil, as abelhas sem ferrdo fazem parte do cotidiano das nagoes
indigenas, que as domesticaram, e de boa parte das populacbes da zona rural,
principalmente na regido nordeste. Estas abelhas séo criadas para coleta de mel e pdlen,
muito utilizados na medicina popular e como alimento. As espécies mais exploradas
para este fim sdo: a tilba (Melipona compressipes Fabricius) e a urucu do nordeste
(Melipona scutellaris Latreille), nos estados do Maranh&o e Pernambuco (NOGUEIRA-
NETO, 1970; KERR, 1997), e ajandaira (Melipona subnitida Ducke), no estado do Rio
Grande do Norte (CORTOPASSI-LAURINO & KOEDAM, 2000).

Além da producdo de mel e pdlen, os Meliponini sdo 0s principais
polinizadores de grande parte das faner6gamas nativas. Estas abelhas sdo responsaveis
pela polinizacdo de cerca de 30% das espécies da Caatinga e do Pantana Mato-
grossense, e por até 90% em aguns fragmentos de Mata Atlantica e partes da Amazénia
(KERR et a., 1994b). Além da polinizacdo de éreas nativas, estas abelhas possuem
grande potencial como polinizadores de cultivares comerciais (MAETA et al., 1992;
KAKUTANI et al., 1993; SLAA et d., 2000; MACIAS et a., 2001; CASTRO, 2002;
CRUZ €t al., 2004; MALAGODI-BRAGA & KLEINERT, 2004; DEL SARTO et d.,
2005), a exemplo do que ja ocorre com Bombus spp. na polinizacdo de tomates
(HEEMERT et al., 1990), trevos (MACFARLANE et al., 1983) e kiwi (POMEROY,
1988, POMEROQOY & RICHARD, 2002); Nomia melanderi Cockerell e Megachilidae
rotundata Fabricius na polinizagdo da afafa (RICHARDS, 1984).

Apesar da importancia, tanto econémica quanto ecol 6gica, muitas das espécies
de Médliponini existentes no Brasil correm o risco de serem extintas (KERR et al.,
1994b; KERR, 2002). A alteracdo de seu habitat pela acdo antrdpica tem resultado na
transformacéo de florestas em capoeiras e na estratificacdo e descontinuidade das

reservas, impedindo o cruzamento de colbnias de diferentes regifes. Nestes casos, 0
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fluxo génico entre as populagdes € nulo, ou quase, e muitas coldnias morrem devido a
consanguinidade ou "efeito Yokoyama e Ne" (YOKOYAMA & NEI, 1979).
NASCIMENTO (1996) demonstrou que muitos parques, estactes ecoldgicas e florestas
registradas, possuem areas insuficientes para manter 44 colénias e evitar problemas
relacionados com a endogamia, necessarias para fixar pelo menos 6 alelos xo, sem 0s
guais a populacdo pode se extinguir em aproximadamente 15 geracoes.

Como exemplos concretos do efeito da fragmentagdo de habitats sobre os
meliponinios, podemos citar varias espécies de Melipona que eram comuns e que hoje
sd0 raras. A Melipona bicolor Lepeletier (pé-de-pau) ndo existe mais nas regides
proximas a Ribeirdo Preto-SP. Essa espécie ainda pode ser encontrada nas poucas
reservas de matas nativas que ainda restam no Estado do Espirito Santo. No municipio
de VicosaMG estd praticamente extinta, restringindo-se as reservas florestais da
Prefeitura e da Universidade Federal de Vigosa (AIDAR, 1995). A Melipona capixaba
Moure & Camargo, no estado do Espirito Santo, ocupa uma area de 100km de raio ao
redor de Domingos Martins, cuja floresta esta toda fragmentada e constitui somente 8%
da mata original (NASCIMENTO, 1996). Em levantamento feito num ecossistema de
cerrado no municipio de Cajuru no estado de Sdo Paulo, ndo foi encontrada nenhuma
espécie do género Melipona (PEDRO & CAMARGO, 1991). Estudos realizados por
BATISTA et a. (2001a, b) em fragmentos de 20 hectares de floresta tropical imida, no
estado da Bahia, encontraram 12 espécies de abelhas sem ferrdo, sendo que 2% eram do
género Melipona. Conforme KERR (2002), nas regides de Piracicaba, Rio Claro e
Ribeiréo Preto, ndo se encontra mais M. quadrifasciata Lepeletier e nem Melipona
fuliginosa Lepeletier, embora sggam encontradas, raramente, Melipona rufiventris
Lepeletier e Cephalotrigona capitata Schwarz.

A importancia das abelhas cresce a0 mesmo tempo em que, no ecossistema,
aumenta o numero de nichos ecolégicos e, paralelamente, a proporcéo de espécies de
plantas bissexuais ou didicas e aguelas que sdo obrigatoriamente panmiticas (KERR,
1979). Dessa forma, a reducdo do nimero de coldnias ou o desaparecimento de espécies
de Meliponini, pela fragmentacdo de matas ou extrativismo predatorio, podera resultar
no desencadeamento de processos ciclicos de desequilibrio ecologico entre espécies
inter-relacionadas (ROUBIK 1989; KERR, 1979; ABSY et al., 1984).

Um exemplo das implicagdes acima citadas foi observado por KERR et al.
(1994a) em MamirauaAM, onde constataram, que apesar da proibicdo da caca aos

macacos uacaris, sua populacdo continuava em declinio. A razéo para tal fato era a
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utilizacdo predatéria, pelas comunidades indigenas e pelas populacbes ribeirinhas, de
trés espécies do género Melipona (Melipona seminigra Friese, Melipona rufiventris
Lepeletier e Melipona crinita Moure & Kerr), polinizadores de centenas de &vores
frutiferas daguela regido, utilizadas na dieta dos macacos uacaris.

Embora, aspectos tanto ecolégicos quanto econdmicos, ja tenham sido
discutidos exaustivamente por KERR (1979, 1997, 2002) e KERR et a. (1994a, b),
pesquisas envolvendo reproducéo ex situ de abelhas “sem ferrdo” ainda sdo escassas,
particularmente, trabalhos de reproducdo, manegjo e manutencdo destas abelhas em
condicdes de laboratério.

Pesguisas com as finalidades acima referidas foram iniciadas por CAMARGO
(1970). Esta autora desenvolveu um diluente de espermatozoides com o intuito de
melhorar a técnica de inseminacdo artificial em Apis mellifera e, com base nesta
descoberta, desenvolveu uma metodologia para inseminagdo de rainhas de Meliponini.
CAMARGO (19723, b) deu continuidade aos trabalhos realizados com a inseminacdo
artificia de A. mellifera, melhorando a técnica através do gjuste do pH do diluente, o
que facilitou a migracdo dos espermatozoides para a espermateca das rainhas. Além
deste aspecto, esta pesguisadora desenvolveu metodologia para produzir rainhas do
género Scaptotrigona em condi¢bes de laboratério, comprovando a influéncia do
alimento na determinacdo de castas neste taxa. Esta metodologia foi adaptada para duas
espécies do género Melipona, auxiliando na confirmacéo da teoria de KERR (1969), de
gue as castas em Melipona séo determinadas pela interagdo de genes com o ambiente.
Em pesquisa realizada com o intuito de investigar a producdo de machos dipléides em
M. quadrifasciata, CAMARGO (1972c, 1974) conseguiu realizar cdpula sob condicbes
controladas, colocando fémea e macho em caixas plasticas. Em estudo mais abrangente,
CAMARGO (1976) investigou aspectos relacionados com a producéo de rainhas,
producéo de machos, determinagdo da maturidade dos machos, cruzamento natural em
condicdes experimentais e formagdo de novas colbnias. Estes estudos permitiram a esta
autorainvestigar a determinagéo do sexo em M. quadrifasciata.

Com base nos trabalhos de CAMARGO (1974, 1976), AIDAR.(1995) formou
colbnias em condi¢des de laboratério, comparando este procedimento com outros
métodos de multiplicacdo artificial de coldnias de M. quadrifasciata. Utilizando-se dos
mesmos procedimentos quanto a cdpula em condigdes de laboratério, MELO et al.
(2001) investigaram a influéncia do aparelho genital masculino sobre o

desenvolvimento ovariano de rainhas de M. quadrifasciata Lep.
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Embora a técnica desenvolvida por CAMARGO (1974, 1976) tenha
conseguido avancos consideraveis no que se refere aos cruzamentos controlados,
tornando factivels os estudos de genética realizados por esta autora, bem como, o0s
demais trabalhos baseados neste método, 0 mesmo apresenta algumas deficiéncias. De
acordo com CAMARGO (1976), de 29 cruzamentos realizados, somente 12, ou sga,
41,3% das rainhas que copularam realizaram postura. Mas, considerando que apenas
65% delas copulam, s 26,8% do total de rainhas utilizados em cruzamentos
controlados chegam a fase de postura, sendo o tempo minimo entre a cépula e o inicio
da postura de 18 e 0 méximo de 49 dias. CAMARGO (1976) relaciona este fato a pouca
eficacia do método de introducéo de rainhas.

Estudos sobre o comportamento de acasalamento em Meliponini sdo raros,
embora, as descri¢des dos trabalhos existentes indiquem que ocorram durante o voo
(MICHENER, 1974; SAKAGAMI, 1982). No entanto, como ja citado anteriormente,
rainhas e machos de M. quadrifasciata conseguem se acasalar em caixas pléasticas.
Todavia, nos trabalhos anteriormente citados, fatores pos-copula, tais como: status
comportamental e fisiolégico das operarias utilizadas e condicdes de manegjo
inadequadas, podem ter influenciado a capacidade reprodutiva das rainhas, dificultado a
ativacéo ovariana e, consequentemente, tendo reflexos no total de rainhas em postura e

na grande variacao do periodo inicial de oviposi¢ao.
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1.4- OBJETIVOS

> Investigar a influéncia do status comportamental de operé&rias de diferentes
origens sobre processo de reconhecimento e comportamento defensivo de M.

quadrifasciata;

> Investigar a influéncia da idade das rainhas e do status comportamental das

operérias no processo de aceitacdo de rainhas em Melipona quadrifasciata;

> Investigar a influéncia do status comportamental das oper&rias sobre a
sobrevivéncia e periodo de pré-oviposicdo de rainhas de M. quadrifasciata em

condic¢des de laboratério



2.CAPITULO I:
INFLUENCIA DO STATUSCOMPORTAMENTAL DE OPERARIASDE
DIFERENTES ORIGENS SOBRE O PROCESSO DE RECONHECIMENTO E
COMPORTAMENTO DEFENSIVO DE Méelipona quadrifasciata L ep.

(HYMENOPTERA: MELIPONINI)
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2.1. INTRODUCAO

Uma das caracteristicas mais relevantes dos insetos sociais é a capacidade de
discriminar companheiros de ninho de intrusos. Individuos reconhecidos como
estranhos provocam respostas agressivas, ao contr&rio dagueles reconhecidos como
aparentados, que desencadeiam interagdes amigaveis. Esta habilidade capacita a col6nia
a lutar contra inimigos naturais e contra uma gama de competidores, inclusive da sua
prépria espécie. 1sso evita que uma série de prejuizos sejam impingidos a colbnia, tais
como a perda de territdrio, escravizagcdo, usurpacdo de ninho e roubo de recursos.
Portanto, permite que as operdrias armazenem recursos durante épocas de abundancia,
garantindo a manutencdo e crescimento da colénia (MICHENER, 1974;
HOLLDOBLER & MICHENER, 1980; GAMBOA et al., 1986; STUART, 1987;
BREED & BENNET, 1987; HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Muitos autores tém assumido que reconhecimento de parentesco e companheiros
de ninho, em insetos sociais, sG0 geneticamente relacionados em diferentes nivels
(MICHENER & SMITH, 1987; JAISSON, 1991; GETZ, 1991; INOUE, 1993). N&o
obstante a esta assercdo, esses estudos também revelam que ndo é facil separar o
“verdadeiro” reconhecimento de parentesco do reconhecimento de companheiros de
ninho, conceitualmente ou experimentalmente (CARLIN et al., 1990; GRAFEN, 1990,
1991; STUART, 1991; SHERMAN et al., 1997). De acordo com MORITZ (1991),
embora a habilidade de reconhecer aparentados possa existir, ndo produz
necessariamente comportamento discriminatorio em condicdes experimentais.

A discriminacdo de companheiros de ninho geralmente envolve informagbes
geneticamente codificadas, como odores espécie-especificos e padrbes visuais, ou
informacdo aprendidas pelos membros da colénia em encontros prévios com parasitas
ou predadores (BATRA, 1964; MICHENER, 1974; HOLLDOBLER & MICHENER
1980; WITTMANN, 1985; GAMBOA et a., 1986; BREED et al., 1988; CARLIN,
1989; HOLLDOBLER & WILSON, 1990; BOWDEN et ., 1994; WITTMANN et al.,
1990; DOWNS & RATNIEKS, 1999).

A maneira com que membros adultos de uma colénia compartilham pistas de

reconhecimento entre companheiros de ninho corresponde a uma de trés hipéteses
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dternativas (CROZIER & DIX, 1979; HOLLDOBLER & MICHENER, 1980;
BUCKLE & GREENBERG 1981; BREED et al., 1985; MINTZER & VINSON, 1985;
GETZ & SMITH, 1986; CARLIN & HOLLDOBLER, 1987):

(1) Todos os membros da colénia podem reter a sua prépria pista sem
efetivamente transferir estas pistas entre os companheiros de ninho (hip6tese
individual). Sob este sistema, membros da colénia podem efetivamente aprender a
totalidade das pistas que caracterizam seus companheiros de ninho ou podem aprender
alguns componentes generalizados ou comuns destas pistas, dependendo da natureza
das pistas (i.e, sua origem fina, complexidade e variabilidade), da relevante
aprendizagem e processo decisorio. Este sistema pode somente ser viavel com colénias
relativamente pequenas ou em que 0s companheiros de ninho sdo proximamente
relacionados. Este sistema tem sido demonstrado na abelha primitivamente social
Lasioglossum zephyrum (BUCKLE & GREENBERG 1981) e pode ocorrer na formiga
da acécia Pseudomyrmex ferruginea (MINTZER & VINSON, 1985).

(2) Pistas de reconhecimento podem ser produzidos individuamente pelos
membros da colonia e transferidos reciprocamente entre os companheiros de ninho
(hipbtese coletiva). Em caso extremo, este compartilhamento de pistas pode ser
extensivo, eliminando toda a variabilidade individual e produzindo um “verdadeiro”
odor de colbénia (“gestalt”) uniforme (CROZIER & DIX, 1979). No entanto, o
compartilhamento de pistas ndo precisa necessariamente ter esta extensdo;, a
discriminacdo de individuos pode apresentar uma ampla toleréncia com relagdo a uma
mistura aceitavel de pistas (GAMBOA et a., 1986), e até mesmo uma quantidade
limitada de odor compartilhado pode reduzir a variabilidade individual e simplificar o
processo de discriminagdo. Em comparagdo com o sistema individual, o sistema
coletivo pode facilitar o aumento da colbnia nas quais pistas produzidas
individualmente dentro da colénia sGo atamente variaveis, como pode ser 0 caso de
colbnias com mudltiplas rainhas (poliginia) ou rainhas acasadladas vérias vezes
(poliandrid). A hipdtese coletiva tém sido proeminente na literatura tedrica e empirica,
mas evidéncias deste sistema ainda sdo fragmentarias e conflitantes (CROZIER & DIX,
1979; HOLIDOBLER & MICHENER, 1980; BUCKLE & GREENBERG 1981;
BREED et a., 1985; MINTZER & VINSON, 1985; GETZ & SMITH, 1986; CARLIN
& HOLLDOBLER, 1987; BREED & BENNETT, 1987).

(3) Nesta hipotese, as rainhas podem funcionar como fontes primérias de pistas

de reconhecimento que sdo transferidos para todos os membros da colénia e,
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efetivamente, mascaram as pistas produzidas individua mente (hipétese darainha). Este
sistema também pode gerar um odor de colénia uniforme e pode facilitar o0 aumento do
tamanho da colénia, mas pode se limitar as espécies com uma Unica rainha
(monoginica) (CARLIN & HOLLDOBLER, 1987).

As abelhas sem ferrdo sdo abelhas eussociais com distribuicdo Pantropical,
encontradas em coldnias “permanentes’, que possuem desde algumas duzias, até
milhares de operérias (MICHENER, 1974, 2000; SAKAGAMI, 1982; ROUBIK, 1989).
Constroem seus ninhos em uma diversidade de substratos, como ocos de érvores, ninhos
de passaros, termiteiros, formigueiros, abandonados ou ndo, cavidades no solo e
coletam pdlen, néctar e uma variedade de resinas. A grande quantidade de recursos
armazenados torna estes ninhos atrativos a saqueadores, sgjam estes co-especificos ou
aloespecificos (NOGUEIRA-NETO, 1970; MICHENER, 1974; SAKAGAMI, 1982;
ROUBIK, 1989). Embora ndo possuam ferréo funcional, utilizam-se de uma variedade
de formas de defesa, que vao desde beliscBes com as mandibulas, até a deposicdo de
resinas e secregdes glandulares sobre o corpo de potenciais invasores (NOGUEIRA-
NETO, 1970; MICHENER, 1974; SAKAGAMI, 1982; ROUBIK, 1989).

Estudos recentes indicam que a competicéo interespecifica limitada por fonte de
alimento conduziu a evolucdo de sistemas de recrutamento de grupo agressivo em
abelhas sem ferrdo (ROUBIK, 1989; NAGAMITSU & INOUE, 1997; SLAA et al.,
1997; NIEH et al., 2004). Abelhas sem ferrdo do género Lestrimelitta séo cleptobidticas
obrigatdrias e vivem de roubos de aimento de outras espécies de abelhas sem ferréo.
Operérias dos géneros Melipona, Tetragonisca e Oxytrigona, ocasionalmente, roubam
ou usurpam ninhos de co-especificos e/ou al oespecificos (ROUBIK, 1989).

Esta competicdo agressiva pode ser custosa e critica para sobrevivéncia da
colbnia, especialmente durante periodos de escassez de alimento (ROUBIK, 1989). No
entanto, os padrdoes detalhados de comportamento agressivo em Meéliponini, e a
estratégia que os individuos em grupo se utilizam para estabel ecer a dominancia ndo sdo
bem entendidos. BERNSTEIN (1981) conceitua dominancia como uma assimetria nos
padrdes de agressao e submissdo em encontros agonisticos.

Melipona quadrifasciata Lepeletier € uma espécie que ocorre ao longo da costa
dos estados brasileiros, da Paraiba até o Rio grande do Sul. S0 conhecidas duas
subespécies. M. quadrifasciata anthidioides e M. quadrifasciata quadrifasciata. Estas
apresentam como caracteristicas distintivas, bandas tergais interrompidas, no caso de M.

quadrifasciata anthidioides e continuas para M. quadrifasciata quadrifasciata (KERR,
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1950). Uma tipica colénia de M. quadrifasciata contém um total de 300-400
operarias (LINDAUER & KERR, 1960).

COmMO ocorre com 0s insetos socials, com raras excegles, operdrias adultas de
colénias de M. quadrifasciata sdo resistentes a mistura com individuos de outras
colbnias, até mesmo da propria espécie. Exemplos de mistura natural de individuos de
colbnias diferentes sdo conhecidos para Bombus e Melipona. Geralmente isso ocorre
guando uma espécie invade o ninho de outra, aniquila a rainha residente, se apropria das
crias jovens e cuidam delas como se fossem seus proprios descendentes (SAKAGAMI
& NISHIJMA, 1973 apud MICHENER, 1974; ROUBIK, 1981). Alguns exemplos de
mistura artificial de duas espécies tém sido relatados para Bombus spp. (MUNAKATA
& SAKAGAMI, 1958; FREE & BUTLER, 1959 apud MICHENER, 1974), Apis
mellifera (SAKAGAMI, 1959; ATWAL & SARMA, 1968 apud MICHENER, 1974)
Nanotrigona testaceicornis e Scaptotrigona postica (NOGUEIRA-NETO, 1950;
SILVA, 1977).

Melipona quadrifasciata, como a maioria dos Meliponini, possui uma
arquitetura intranidal peculiar. O espago onde estédo as crias € separado por um
invélucro do ambiente onde resinas, provisdes e lixo sdo depositados (ROUBIK, 1989;
SAKAGAMI, 1982; MICHENER, 1974; NOGUEIRA-NETO, 1970). Este tipo de
arquitetura reflete a evolucéo de um sistema efetivo de divisdo de trabalho (ROUBIK,
1989). As tarefas realizadas pelas operérias, em colénias com densidade populacional
normal, possuem uma distribuicdo espago-temporal. Operarias mais jovens (recém-
emergidas e nutridoras) sdo encontradas mais freqlientemente na area de cria, enquanto
que, operdrias mais velhas (forrageiras, guardas e lixeiras) atuam mais nas areas
destinadas as provisdes, lixo eresinas.

Dado ao custo relativo em cada contexto (REEVE, 1989, SHERMAN et a.,
1997), nés predizemos gue o custo resultante de encontros entre grupos de operarias de
diferentes origens e status comportamental varia conforme o tipo de atividade
desenvolvida pelas operarias em suas colénias de origem. Ou sgja, operarias que
desenvolvem atividades intranidais, tais como, cuidado com as crias e rainha, seréo
menos agressivas com co-especificos ndo familiares que desenvolvem a mesma
atividade e mais agressivos com co-especificos ndo familiares que realizam atividades
extranidais. De forma contraria, operarias que desenvolvem tarefas extranidais, como as
forrageiras, seré0 mais agressivas na diregdo de forrageiras ndo familiares e mais

tolerantes em relacéo a co-especificos estranhos que desenvolvem tarefas intranidais.
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2.2. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado de setembro a outubro/2004. Foram utilizadas seis
colénias de M. quadrifasciata anthidioides originérias das regides de PirangaMG
(colénia A- n° 909), Vicosa-M G (colonia B- n° 828), Diogo Vasconcel os (colonia C - n®
917), zona rural de Cunha-MG (col6nia D- n° 820), Rio Vermelho-MG (colénia E- n°
927) e Ribeirdo Preto-SP ( colénia F- n°® 779). Todas as coldnias foram mantidas em
caixas de madeira (20 X 20 X 6 cm) estabelecidas em um fragmento natural de Mata
Atlantica pertencente a Universidade Federa de Vicosa. Quando necessario estas
colbénias foram alimentadas com mel diluido e pdlen de Apis mellifera fermentado
(CAMARGO, 1976; AIDAR & CAMPOS, 1994; AIDAR, 1995, 1996; CAMPOS &
PERUQUETTI, 1999). Foram utilizadas duas colOnias para cada ensaio: iniciativa de
ataque, col6nias A e B; nimero de lutas com o tempo, colénias C e D; nimero de

abelhas injuriadas ap06s 1 hora de confronto, coléniasE e F.

2.2.1 - Coleta das abelhas para os ensaios

As abelhas foram coletadas de acordo com a atividade desenvolvida na colonia
Operérias forrageiras foram capturadas com rede entomol 6gica quando retornavam das
atividades de coleta. As operarias nutridoras foram capturadas na &rea destinada aos
discos de cria e identificadas de acordo com o padréo de coloragdo caracteristico
(FAGUNDES et a., 2006). Abelhas recém-emergidas foram obtidas de discos de cria
das respectivas coldnias e mantidos em estufa a 28 + 2°C. ApGs a emergéncia, estes
individuos foram marcados no térax com cola colorida atoxica (Pelikan) e devolvidos as
respectivas coldnias de origem, sendo coletados para utilizagdo nos bionsaios apds um

dia de convivio.
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2.2.2. Bioensaios

Os confrontos entre grupos de dez individuos de diferentes origens e status
comportamental, em todos os ensaios (I niciativa de agressdo, NUmero de lutas com o
tempo e Ocorréncia de injurias), foram realizados numa caixa de madeira medindo
15 X 15 X 6 cm. Antes de serem liberados, cada grupo passou por um periodo de 5 min.
dentro de uma caixa de madeira retangular medindo 3 X 12 X 3 cm, fechada com uma
tela. Este procedimento foi adotado com o intuito de reduzir o estado de excitaggdo. Néo
foi permitida a reutilizacdo de qualquer individuo j& testado. Todos os encontros foram
filmados e fotografados, sendo anotadas as respostas comportamentais relacionadas a

cadaensaio.

2.2.3. Iniciativa da agressao

Para este ensaio, foram feitas seis combinagdes entre as colonias A e B para o
grupo experimental, envolvendo as respectivas classes comportamentais, sendo:
operarias nutridoras da colénia A versus nutridoras da colénia B (nutA X nutB),
operarias recém-emergidas da colénia A versus recém- emergidas da colénia B (remA
X remB), operérias forrageiras da colonia A versus forrageiras da coldnia B (forrA X
forrB), operérias forrageiras da colénia A versus nutridoras da colonia B (forrA X
nutB), operérias recém-emergidas da col6nia A (um dia de idade) versus nutridoras da
coléniaB (remA X nutB) e operérias forrageiras da colénia A versus recém-emergidas
(um dia de idade) da coléniaB (forrA X remB). Para o grupo controle foram realizadas
12 combinagBes, sendo: entre operarias nutridoras da colénia A (nutA X nutA),
operdrias nutridoras da col6nia B (nutB X nutB), operarias recém-emergidas da colonia
A (remA X remA), opearias recém-emergidas da colénia B (remB X remB),
operarias forrageiras da colonia A (forrA X forrA), operédrias forrageiras da colonia B
(forrB X forrB), operérias nutridoras da coldnia A versus recém-emergidas da colénia
A (nutA X remA), operérias nutridora da colénia B versus recém-emergidas da col6nia
B (nutB X remB), operédrias nutridoras da col6nia A versus forrageiras da colénia A
(nutA X forrA), operérias nutridoras da colénia B versus forrageiras da colénia B
(nutB X forrB), operérias recém-emergidas da colénia A versus forrageiras da col6nia
A (remA X forrA) e oper&rias recém-emergidas da colonia B versus forrageiras da

coléniaB (remB X forrB).
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Os individuos foram marcadas com etiquetas numeradas de 1 a 10, com cores
distintivas para cada grupo. No decorrer de 10 min. de observacéo, foram anotados os
nimeros dos individuos que tomaram a iniciativa de agressdo e seu respectivo status
comportamental. Foi considerada agressdo, toda vez que a operaria perseguia,
mordiscava ou segurava com as mandibulas partes do corpo da outro individuo
envolvido no encontro.

Neste ensaio, as iniciativas de ataque tomadas pelos individuos dos grupos
confrontados, foram comparadas usando o teste-t Student para grupos independentes e o
teste de Levine para verificar a homogeneidade das variancias. O nivel de significancia
adotado para as anadlises foi de 5%. As andlises foram feitas usando o programa
Satistica 6.0 (Statsoft Inc., 2001).

2.2.4. Namer o de lutas com o tempo

Para este ensaio foram feitas cinco combinagdes entre as colénias C e D,
envolvendo as respectivas classes comportamentais, sendo: operarias nutridoras da
colénia C versus nutridoras da colénia D (nutC X nutD), forrageiras da colonia C
versus forrageiras da colénia D (forrC X forrD), forrageiras da colénia C versus
nutridoras da colénia D (forrC X nutD), recém-emergidas da col6nia C versus
nutridoras da colénia D (remC X nutD) e forrageiras da colonia C versus recém-
emergidas da colénia D (forrC X remD). Os individuos foram pintados no térax com
cores distintivas para cada grupo comportamental. A quantidade de lutas foi anotada a
cada 15 min., durante uma hora de observacdo. Foram consideradas lutas, ataques
realizados com o auxilio das mandibulas, que resultaram no aprisionamento do
individuo pelas pernas, antenas, asas e cabeca.

Neste ensaio foi utilizada ANOVA fatorial, com tempo (com 4 niveis: 15, 30,
45, 60 minutos) e tratamento (com 5 niveis: forrC X forrD, forrC X nutD, forrC X
remD, remC X nutD e nutC X nutD) como fatores categéricos. O nivel de
significancia adotado para as andlises foi de 5%. As andlises foram feitas usando o
programa Satistica 6.0 (Statsoft In., 2001).
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2.2.5. Ocorrénciadeinjurias

Para este ensaio foram feitas cinco combinagdes entre as colonias E e F,
envolvendo as respectivas classes comportamentais, sendo: operarias nutridoras da
colénia E versus nutridoras da colénia F (nutE X nutF), operérias forrageiras da
colénia E versus forrageiras da colénia F (forrE X forrF), operérias forrageiras da
colénia E versus nutridoras da colénia F (forrE X nutF), operarias recém-emergidas da
colbnia E versus nutridoras da colonia F (remE X nutF) e operérias forrageiras da
col6nia E versus recém-emergidas F (forrE X remF). Os individuos foram pintados no
térax com cores distintivas para cada grupo comportamental. Ao fina de uma hora de
observacdo foi anotada a quantidade de individuos injuriados. Foram consideradas
injurias todo o tipo de avaria que comprometesse a mobilidade das operérias envolvidas
nos confrontos.

Neste ensaio foi utilizado ANOVA de Kruskal-Wallis para multiplos grupos
independentes. O nivel de significancia adotado para as andlises foi de 5%. As andlises

foram feitas usando o programa Satistica 6.0 (Statsoft Inc., 2001).
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2.3. RESULTADOS

2.3.1 —Iniciativa de agressao

Confrontos realizados entre as diversas classes comportamentais de mesma
origem (grupo controle), ndo resultaram em comportamento agressivo perceptivel
(Tabela 1). Os resultados verificados para o grupo experimental mostraram que nos
encontros entre forrA X nutB, operarias nutridoras (nutB) tomaram mais iniciativa de
ataque, havendo diferencas significativas (p= 0,006; Tabela 1). Os comportamentos
filmados mostram que operarias nutridoras partem para o ataque mordiscando partes do
corpo das operérias forrageiras, estendendo a glossa e solicitando alimento. Operarias
forrageiras agem de forma submissa, dobrando o abdémen e girando sobre o préprio
eix0, com a cabeca e antenas curvadas. Em quatro ocasifes ainiciativa de atague partiu
de mais de uma operaria nutridora na direcdo de uma operéria forrageira, o que
impossibilitou a acdo de contra-atague (Figura 1). Durante o embate, cada operaria
nutridora segurou com as mandibulas, uma perna ou antena, imobilizando a operéria
forrageira envolvida. Quando as operérias forrageiras tomaram a iniciativa o ataque foi
rapido e, a semelhanca do que ocorre com operérias nutridoras, agarram e mordiscam
pernas, antenas e asas de suas agressoras.

Encontros entre grupos forrA X forrB foram mutuamente agressivos, néo
resultando em diferencas estatisticamente significativas quanto ao nimero de iniciativas
de ataque (p = 0,487; Tabela 1).

Quando grupos remA X nutB foram confrontados, as operérias recém-
emergidas tomaram mais iniciativas, havendo diferencas significativas (p = 0,0001,
Tabela 1). O repertério de comportamentos filmados mostra que oper&rias recém-
emergidas atacam operarias nutridoras de forma semelhante as operérias forrageiras
experientes, prendendo pernas, antenas ou asas das operdrias do grupo oposto. As
operarias nutridoras agredidas agiam como se estivessem paralisadas. Em trés ocasides
0s ataques partiram de mais de uma oper&ria recém-emergida na direcdo de uma
oper&ria nutridora. Somente em duas ocasifes operarias nutridoras atacadas contra-
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atacaram. Quando forcadas, operarias nutridoras ofertaram alimento as operéarias recém-
emergidas (remA).

Encontros entre grupos forr A X remB também resultaram em mais iniciativas
de ataque de operarias recém-emergidas (Figura 2), havendo diferencas significativas
(p=0,0001; Tabela 1). As interagOes resultantes no encontro destes dois grupos (forr A
X remB) foram semelhantes aos do grupo de nutB X remA, excetuando-se interagbes
trofaldticas, que sb ocorreram duas vezes entre operérias do grupo forrA X remB. Nos
encontros realizados entre grupos de operarias nutridoras (nutA X nutB) e grupos de
operarias recém emergidas (remA X remB), ndo ocorreu qualquer tipo de interacdo

agressiva perceptivel.
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Tabela 1- Médiadeiniciativas (+DP) de ataque efetuados por operérias de M. quadrifasciata em arena neutra. Vaores de p sdo
dados pelo test-t Student para amostras independentes.
Grupo Total de Média+DP t-Student p Grupo Totalde Média+tDP t-Student p
controle Iniciativas experimental Iniciativas
nutB 0 - - - forrA 16 32+08 t(8)=36 0,006
nutB 0 - - - nutB 25 50,7
nutA 0 - - - forrA 31 62+x13 t(8)=-0,73 0,487
nutA 0 - - - forrB 34 6,8+ 1,3
remA 0 - - - remA 27 54+11 t(8)=73 0,0001
remA 0 - - - nutB 4 0,8+0,8
0,0001

[eNe)

remB - - - forrA 3 06+09 t(8)=-74
remB - - - remB 24 48+ 0,8

forrA 0 - - - nutA - 0 -
forrA 0 - - - nutB - 0 -
forrB 0 - - - remA - 0 -
forrB 0 - - - remB - 0 -

[eNe)

remA - - - - - -
NUtA - - - - - -
remB - - - - - -
nutB - - - - - -
forrA - - - - - -
NUtA - - - - - -
forrB - - - - - -
nutB - - - - - -
forrA - - - - - -
remA - - - - - -
forrB
remB

[oNe)

O O||o O

[eNe)

[N e)
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Opérériforrageia | Y it

Fig. 2 — Operariarecém-emergida atacando operariaforrageira.

2.3.2. Numero de lutas com o tempo

O numero de lutas entre grupos confrontados foi afetado pela origem e status
comportamental das operérias (F(4, 40)= 53,572; p= 0,0001), tempo (F(3, 40)= 5,1546;
p= 0,004), e suas interacbes (F(12, 40)=16,133; p=,00001). A média (+ EP) de lutas
envolvendo grupos de forrC X forrD comegou moderada aos 15 min. (3,3 = 0,3),
aumentando continuamente até atingir o maximo em 60 min. (7 + 0,6; Fig. 3; Tabela
2). Encontros entre os grupos forrC X nutD também se comportaram de forma
semelhante ao tipo de encontro anterior. A quantidade de lutas comegou moderada aos

15 min. (3 £ 0,6), chegando a 3,6 £ 0,3 aos 30 min, passando por um aumento brusco
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aos 45 min. (6 £ 0,6), seguindo esta tendéncia até 60 min. (8 + 0,6; Fig. 3; Tabela 2).
Encontros envolvendo grupos de forrC X remD, ao contrario dos grupos anteriores,
tiveram o pico das interagdes agressivas nos 15 min. iniciais (7,6 + 0,9), caindo aos 30
min. (2,3 = 1,2), chegando a 0,3 = 0,6 aos 45 min., até ndo haver qualquer interagdo
agressiva visivel aos 60 min. (Fig. 3; Tabela 2). Encontros envolvendo os grupos de
remC X nutD desencadearam reacOes semelhantes as do grupo anterior, porém, com
uma média de 5,6 + 0,6 lutas nos 15 min. iniciais, caindo aos 30 min. (2 + 1,5),
chegando a 0,3 + 0,6 aos 45 min., mantendo-se neste mesmo patamar aos 60 min (Fig.
3; Tabela 2). Nos encontros realizados entre os grupos de nutC X nutD ndo ocorreu

gualguer interacéo agressiva (Fig. 3; Tabela 2).

) B for” L fortDd
18 B forC XawtD

__|_ J_— B foreC Z remD)
o rem X nuth
ot E D

L]
0 L : _Iil =

15 a0 &0
tempo em minutos

Figura 3- Médiade lutas (+ EP) ocorridas a cada 15min, durante 1h de observacéo,
entre operarias de diferentes origens e status comportamental. As chaves
representam diferencas significativas entre os grupos de forrC- Forr, forrC —
nutD X remC —nutD, forrC —remD.

média de lutas
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Contrastes planificados realizados entre os grupos de forrC - forrD, forrC —
nutD X remC — nutD, forrC — remD foram significativamente diferentes (t= 9,556;
p= 0,0001) uns dos outros (Fig. 3). JA os contrastes envolvendo os grupos de forrC —
nutD X forrC —forrD e remC — nutD X forrC — remD n&o mostraram diferencas
significativas (respectivamente, t= - 0,571; p= 0,571 et=-1,142; p= 0,260; Fig. 3).

Tabela 2— Média (+ EP) de lutas entre operérias de M. quadrifasciata de diferentes
origens e status comportamental, em interval os de 15 minutos, durante uma hora de
observacéo.

Tempo em minutos

Tratamento Rep 15 30 45 60
*forrC X forrD 1 3 6 7 7

2 4 5 5 6

3 3 4 7
Total 10 15 19 21
Média (+ EP) 33+03 5+06 63+06 7x06
forrC X *remD 1 6 4 0 0

2 8 0 0 0

3 9 3 1 0
Total 23 7 1 0
Média (+ EP) 76+08 23+12 03+03 00
forrC X *nutD 1 3 4 6 7

2 2 3 5 8

3 4 4 7 9
Total 9 11 18 24
Média (+ EP) 3+06 36+03 6+06 8+06
remC X nutD 1 5 5 1 1

2 0 0 0

3 5 1 0 0
Total 17 6 1 1
Média (+ EP) 56+11 2+26 03+06 03+0,6
nutC X nutD 1 0 0 0 0

2 0 0 0 0

3 0 0 0 0
Total 0 0 0 0
Média (+ EP) - - - -
Total geral 59 39 39 46

*forr = oper&riaforrageira;
*rem = operdria recém-emergida;
*nut = operéria nutridora



Resultados 22

2.3.3. Ocorrénciadeinjurias

O teste de Kruskal-Wallis mostrou que o nimero de operarias injuriadas foi
influenciado pelo tipo de encontro (KW- H(4,20)= 15,2788; p= 0,00042; Figura 4). Ao
final de uma hora de confronto, a média (+ DP) de operérias injuriadas foi maior entre
os grupos de forrE X forrF (11,75 + 1,9) eforrE X nutF (10,25 + 2; Tabela 3) Nos
encontros do tipo forrE X remF, nutE X nutF e remE X nutF, a média de operarias
injuriadas foi irrisorio (0,25 = 0,4; Tabela 2).

A comparagéo entre os grupos de forrE X forrF e forrE X nutF ndo
apresentou diferenca estatisticamente significativa (Mann-Whitney; U = 5; p = 0,4)
quanto ao nimero de operérias injuriadas. Contrastes realizados entre o grupo de forrE
X forrF com forrE X remF, nutE X remF e nutE X nutF foram estatisticamente
significativas (Mann-Whitney; U= 0,00; p= 0,02). Resultado igual ao encontrado para
contrastes envolvendo forrE X nutF com forrE X remF, nutE X remF e nutE X
nutF (Mann-Whitney; U= 0,00; p= 0,02). Ja nos contrastes envolvendo forrE X remF
com nutE X remF e nutE X nutF nd ocorreram diferencas estatisticamente
significativas (Mann-Whitney; U= 8; p= 1). ComparacOes realizadas entre nute X
remF e nutE X nutF tiveram resultados iguais ao grupo anterior (Mann-Whitney; U=
8; p=1).

Tabela 3— NUumero de operérias injuriadas apds 1 hora de observacdo em confrontos
entre operérias das coléniasE e F.

Tratamento ||

Repetices | forrE x forrF | forrE x nutF || forrE xremF [ nutE xremF [ nutE x nutF |

1 13 12 0 1 0
2 11 7 1 0 0
3 9 12 0 0 1
4 14 10 0 0 0

Media(xDP) 11,75+19 10,25+ 2 025+04 025+04 025+04
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14

12

10t

Operérias injuriadas

forrE X forrF forrE X remF nutE X nutF
forrE X nutF remE X nutF

Fig. 4- Média (+ DP) de oper&rias de M. quadrifasciata injuriadas ap6s uma hora de
confronto entre operérias de diferentes origens e status comportamental, em arena
neutra (KW- H(4,20)= 15,2788; p= 0,00042).
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2.4. DISCUSSAO

A auséncia de qualquer resposta agressiva perceptivel verificada para o grupo
controle, indica que operérias de M. quadrifasciata reconhecem companheiras de ninho
fora do seu espaco de origem, independentemente do tipo de atividade desenvolvida
momentos antes dos encontros.

No experimento de iniciativa de atague, encontros entre grupos de operérias
forrageiras de diferentes colOnias resultaram em agressividade mitua, demonstrando
gue operédrias dessa classe comportamental foram capazes de encontrar dissimilaridade
entre suas assinaturas e as assinaturas familiares por elas aprendidas. Baseado nos
custos e beneficios relativos neste contexto (REEVE, 1989), o limite de aceitacdo
adotado por esta classe comportamental foi restritivo, indicando que os custos de
aceitacdo sdo atos. Justificavel, uma vez que, operdrias forrageiras so capazes de
saquear ou usurpar ninhos (MICHENER, 1974; SOMMEIJER, 1984; ROUBIK, 1989).

Ent&o, porque operarias forrageiras raramente iniciaram atagues contra operarias
nutridoras, sO reagindo através de contra-atagues? Uma das explicacdes € que o
conjunto de assinaturas quimicas pertencentes a memoéria olfativa das abelhas
forrageiras, ndo inclui abelhas nutridoras como possiveis invasoras. Por outro lado,
sendo insetos eussociais possuidores de capacidade de aprendizagem, é plausivel supor
que estes possuam algum limite de tolerancia a estimulos nocivos que os capacite a
reagir de acordo com a intensidade do estimulo. A capacidade de reagir a estimulos
nocivos ou ameacadores é uma caracteristica universal da vida animal (BATESON,
1992). Ao contrario de operarias recém-emergidas, operdrias nutridoras ja possuem
mandibulas totalmente esclerotizadas e capazes de causar injUrias em encontros
agressivos (SAKAGAMI, 1982), justificando, portanto, a adocdo por operdrias
forrageiras de um limite de aceitacao restritivo em encontros com operarias nutridoras.

Qual o significado da passividade de operarias forrageiras diante do ataque de
operérias recém-emergidas? Novamente, uma das explicacles para esta reagdo se deve a
ndo evolucdo pela memoria olfativa de uma resposta para pistas produzidas por um

invasor recente (MATEO, 2004). Desta forma, o conjunto de “assinaturas quimicas’
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pertencentes a memoria olfativa das operérias forrageiras, ndo incluem abelhas recém-
emergidas como possiveis invasoras. Portanto, o risco de injaria ou morte € minimo,
sendo adotado neste contexto, um limite de aceitagdo permissivo. Estudos realizados
com Medlipona fasciata (INOUE & ROUBIK, 1990), Trigona (tetragonula)
minangkabau (SUKA & INOUE, 1993), Scaptotrigona barrocoloradensis (SUKA et
al., 1994) e Melipona panamica (INOUE et a., 1999), indicam que operérias recém-
emergidas de diferentes colbnias sdo aceitas mais facilmente por operérias de idade
mais avangada, mesmo sendo reconhecidas como estranhas.

Até 0 momento, 0S componentes percepcdo e acdo do processo de
reconhecimento (MATEO, 2004; LIEBERT & STARKS, 2004) foram discutidos do
ponto de vista das abelhas forrageiras. Mas, porque nutridoras e recém-emergidas
tomaram mais iniciativa de ataque nos encontros com operarias forrageiras? Em
Scaptotrigona bipunctata, operérias jovens sdo mais agressivas na direcdo de operarias
mais velhas que o oposto (JUNGNICKEL, et al., 2004). Operarias nutridoras estdo
diretamente envolvidas no processo de postura e aprovisionamento (POP) em
Meliponini, sendo indiretamente responsaveis pela nutricdo da rainha e operérias recém-
emergidas (MICHENER, 1974, SAKAGAMI, 1982; SOMMEIJER, 1984,
SOMMEIJER & BRUIJN, 1994). A adoc&o de um limite de aceitacdo restritivo pelas
operarias nutridoras é altamente justificavel. A aceitacdo de individuos estranhos, neste
contexto, poderia gerar atos custos para a colénia, reduzindo a populagéo de operérias
nutridoras ligadas ao processo reprodutivo e, principamente, a oferta de proteinas
necessarias ao desenvolvimento de oper&rias recém-emergidas e a manutencéo da
capacidade reprodutiva da rainha. 1sso poderia levar a morte da rainha e ao paulatino
declinio dacol6nia.

Ja nos encontros entre grupos de operarias nutridoras e de recém-emergidas,
explicacOes referentes a0 componente percepcdo do processo de reconhecimento
(REEVE, 1989; GAMBOA, et a., 1991; GAMBOA, 2004; MATEO, 2004), sdo
semelhantes as aplicadas aos encontros entre grupos de operérias forrageiras e recém-
emergidas. Portanto, embora oper&rias recém-emergidas reconhecam nutridoras e
forrageiras como estranhas e promovam ataques, 0 baixo custo gerado por esta classe
comportamental favorece a sua aceitagéo.

Quanto a capacidade de operérias recém-emergidas reconhecerem individuos
estranhos, mesmo sendo inexperientes, corroboram com resultados encontrados em

trabalhos redlizados com outras espécies de insetos sociais, de que pistas de
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reconhecimento e memaria olfativa sdo adquiridas logo apds a emergéncia (ERRARD,
1986; CARLIN & HOLLDOBLER, 1986, 1987; CARLIN et a., 1987, ERRARD et al.,
1990; STUART, 1992). Contudo, apesar de haver atague de recém-emergidas na
direcdo de operarias nutridoras e forrageiras, este comportamento cessa com o tempo,
indicando, de que a despeito de reconhecer operarias forrageiras e nutridoras como ndo
familiares, a auséncia de contra-atague por parte destes grupos pode ter acrescentado
novas informagbes a sua meméria olfativa. O resultado dessa aprendizagem leva
abelhas recém-emergidas a tratarem operédrias forrageiras e nutridoras ndo familiares
como uma nova classe de companheiras, e desta forma, a adotar um limite de aceitacdo
permissivo. Outro aspecto a ser salientado diz respeito a pouca experiéncia das
operérias recém-emergidas (um dia de idade), devido a sua breve historia de vida. Em
Apis mellifera, interacOes oper&ria-operaria sdo responsaveis pela plasticidade da
divisdo de trabalho em relacdo as necessidades especificas da colénia (HUANG et a.,
1998; HUANG & ROBINSON, 1992, 1996). Em coldnias de Componotus floridanus,
individuos jovens necessitam ter contato com operarias forrageiras e nutridoras para
expressarem normal reconhecimento de companheiras de ninho, quando estiverem
maduras (MOREL & BLUM, 1988). Portanto, o ambiente social e suas interagbes sdo
importantes para que o0 processo de reconhecimento de companheiros de ninho sga
manifestado em sua plenitude.

Encontros entre operérias nutridoras de diferentes origens, surpreenderam
devido a auséncia de comportamento agressivo perceptivel. Indicando que ndo existiu
discriminacdo, pois, ndo existiu um tratamento diferenciado por parte destes individuos
(MATEO, 2004; GAMBOA, 2004). Individuos nédo familiares tendem a tocar, olhar,
cheirar, antenar mais e mais freqlientemente do que individuos familiares ou parentes
préoximos (LIEBERT & STARKS, 2004).

Embora ndo tenhamos estudado a influéncia de hidrocarbonetos cuticulares
neste capitulo de tese, uma das explicacbes para a toleréncia entre os grupos de
operdrias nutridoras pode estar relacionada com a composicao de HCs destas abelhas.
Trabaho realizado em vespas por DANI et al. (1996) sugerem que acanos possuem
fraca atividade feromonal. Operarias nutridoras de M. bicolor (ABDALLA et a., 2003),
M. quadrifasciata e M. marginata (ABDALLA, dados ndo publicados), possuem alta
porcentagem de HCs saturados. Estes autores sugerem que estes HCs possuem pouca
eficiéncia como pista de reconhecimento. Como discutido por LIEBERT & STARKS

(2004), auséncia de discriminacéo entre co-especificos de diferentes origens ndo denota
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auséncia de reconhecimento. A resposta comportamental exibida pelas operarias
nutridoras pode indicar gque o conjunto de pistas existente em sua memaria olfativa néo
incluem operérias que desempenham a mesma atividade como provavels agressoras,
mesmo sendo de origem diferente. Portanto, a adogdo de um limite de aceitacdo
permissivo evitaria altos custos para ambos os grupos. Como explicitado anteriormente,
operarias nutridoras desempenham importante papel no processo de postura e
aprovisionamento e aspectos relacionados a nutricdo da rainha e operérias jovens
(MICHENER, 1974; SAKAGAMI, 1982; SOMMEIJER & BRUIJN, 1994).

INOUE et al. (1999) relataram que em M. panamica, sd guardas intranidais sao
capazes de discriminar abelhas forasteiras daguelas residentes. No entanto, Nossos
resultados indicam que, excetuando-se encontros entre grupo de nutridora versus
nutridora e recém-emergidas versus recém-emergidas, todas as classes comportamentais
foram capazes de reconhecer e discriminar co-especificos de acordo com sua origem.
Estes dados podem estar revelando aspectos importantes do comportamento de defesa
desta espécie, e seguramente, de outras espécies pertencentes a tribo Meliponini.

Abelhas sem ferréo empregam ndo menos que 13 diferentes meios para defender
as suas colonias (MICHENER, 1974). A indicacdo de que todas as classes
comportamentais empregadas neste trabalho apresentaram comportamento defensivo,
revela, que a despeito de existir uma classe comportamental mais apta para esta funcéo
(operarias guarda) (MICHENER. 1974, ROUBIK, 1989), a colonia ndo pode depender
estritamente desta para se proteger. Aqui, nds sugerimos a existéncia de uma estratégia
de defesa que leva em conta, principalmente, a expectativa de vida dos envolvidos como
meio de reduzir custos a colénia. Como regra, tarefas mais seguras sdo realizadas em
estégios de vida anterior aquelas mais arriscadas (SEELEY, 1982; SHMID-HEMPEL &
SHMID-HEMPEL 1984; ROUBIK, 1989; BIESMEIJER. & TOTH, 1998; TOFILSKI,
2002).

Atagues de co-especificos ou aloespecificos, geralmente ocorrem em grupo.
Neste contexto, a primeira barreira de protecéo é encontrada na entrada e periferia do
ninho, onde operé&rias de idade mais avancada lutam para impedir saqueadores ou
usurpadores de ninhos. Portanto, em caso de morte destas operarias, 0 custo para
col6nia seria menor. Por sua vez, operarias nutridoras representam a segunda barreira de
protecdo, sendo diretamente responsaveis pela protecdo da rainha e operarias recém-
emergidas. Justificavel como segunda opcdo de defesa, devido ao ato custo que

acarretariam para a col6nia, caso a populacdo destas operarias diminuisse drasticamente.
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Operérias que desempenham esta tarefa sdo jovens (MICHENER, 1974; SAKAGAMI,
1982; ROUBIK, 1989) e ainda podem contribuir, por muito tempo, para o crescimento e
manutencdo da coldnia. Sem contar que, na auséncia dessas operarias, ocorreria uma
reducdo acentuada da produtividade da rainha (SOMMEIJER & BRUIJN, 1994).

Hidrocarbonetos cuticulares estdo incluidos na classe dos feroménios liberadores
ou ferombnios de superficie (WILSON, 1963). Devido a estes feromonios
permanecerem adsorvidos na superficie do corpo, eles sdo percebidos por outros
individuos através de contato direto ou através de curtas distncias (SHOREY, 1973).
Esta caracteristica pode ser adaptativa, porqué evita que ocorra a rejeicdo de individuos
familiares e embates desnecessarios, minimizando os custos de uma decisdo equivocada
(REEVE, 1989; LIEBERT & STARKS, 2004). Isso explica porque 0 numero de
embates entre os grupos de forrC X forrD e forrC X nutD comega moderado nos
primeiros 15 min., todavia, assm que o reconhecimento vai sendo consolidado, os
encontros tornam-se cada vez mais agressivos. O que resulta em contra-ataques de
ambas as classes comportamentais (nutridoras e forrageiras), levando ao aumento
continuo do nimero de lutas.

INOUE et al. (1999), em trabalho realizado com M. panamica, reportaram que o
grau de excitabilidade das operérias forrageiras varia com o aumento dos disturbios
(risco de invasdo), tendo como resultado, o aumento da mortalidade de individuos
familiares e ndo familiares. De acordo com nossos dados, este padréo também se aplica
a operarias nutridoras quando estas sdo confrontadas com operérias forrageiras de
origem diferente da sua. Encontros entre recém-emergidas e grupos de operarias
nutridoras e operarias forrageiras, resultaram em um nimero elevado de lutas nos
primeiros 15 min., declinando totalmente até o periodo final de observacdo (60 min.).
Isto indicando que, apesar de reconhecer abelhas forrageiras e nutridoras como nédo
familiares, a auséncia de contra-ataques por parte destes grupos pode ter acrescentado
novas informagdes a memoéria olfativa das operdrias recém-emergidas. O resultado
dessa aprendizagem pode ter levado operarias recém-emergidas a tratarem operédrias
forrageiras e nutridoras ndo familiares como uma nova classe de companheiros.

Uma série de investigadores tem demonstrado que operarias recém emergidas
s80 mais toleradas pelas coldnias de insetos sociais, mesmo sendo de origem diferente
(MICHENER, 1974; CAMARGO, 1976; MOREL et al., 1988; BREED et al., 1988;
INOUE & ROUBIK, 1990; JEANNE et a, 1992; SUKA & INOUE, 1993;
VENKATARAMAN & GADAKAR, 1993; SUKA et al., 1994; INOUE et a., 1999;
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LORENZI et a., 1999). Uma das explicacdes para este comportamento, é que operarias
recém emergidas ainda carecem de um odor de col6nia, e entdo, ndo sdo reconhecidas
como forasteiras (MICHENER, 1974; PANEK et a., 2001). Outro fator esta4
relacionado ao componente percepcao do processo de reconhecimento (MATEO, 2004).
Operérias forrageiras e nutridoras ndo incluem operarias recém-emergidas como uma
classe de intrusos, devido ao baixo custo que possa advir, caso ocorra uma decisdo
equivocada. Como ja explicitado no experimento de nimero um, o comportamento de
operdrias nutridoras de diferentes origens ndo se alterou com a progressao dos contatos.

No experimento de nimero trés, verificamos que o nimero de contra-ataques
aumenta com a idade das operarias (forrE X forrF e nuteE X forrF) e com a
intensificagdo dos contatos agressivos. Estes dados corroboram, em parte, com aqueles
encontrados para M. panamica (INOUE et al., 1999), considerando que, o desenho
experimental utilizado nos ensaios desta tese, difere do adotado pelo autor
anteriormente citado, o que deve ter influenciado os resultados.

Estudos com formigas Pogonomyrmex barbatus e Camponotus vagus
(BONAVITA-COUGOURDAN et a., 1993; WAGNER et a., 1998), térmitas
Reticulitermes virginicus e Coptotermes formosanus (HOWARD et a., 1982
HAVERTY et a., 1996) e abelhas Melipona bicolor (ABDALLA et a., 2003),
verificaram que grupos de operarias que desenvolvem diferentes tarefas diferem na
composi¢ao dos HCs, sugerindo que o perfil destes compostos muda com aidade.

Embora neste capitulo de tese ndo se tenha estudado o perfil quimico de
Hidrocarbonetos cuticulares, € plausivel supor que, a exemplo do verificado para M.
bicolor (ABDALLA et a., 2003), também ocorra uma variacdo na composicdo dos
hidrocarbonetos cuticulares em operarias de M. quadrifasciata que desenvolvem
diferentes atividades na colbnia, e que, a assimetria das respostas agressivas
desencadeadas entre operarias de diferentes origens e status comportamental, também
possa estar sendo influenciada por estes compostos.

Devido as pistas de reconhecimento em M. quadrifasciata ndo serem estaveis, o
limite de aceitacdo adotado entre os individuos, nos trés ensaios deste capitulo de tese,
foi flexivel e contexto dependente, com operarias sendo mais restritivas ou permissivas,
dependendo dos custos gerados em funcdo do status comportamental e origem das

operérias no momento dos encontros.
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3.1. INTRODUCAO

A eussocialidade é caracterizada pelo trabalho cooperativo no cuidado com as
crias, sobreposicéo de pelo menos duas geractes de adultos e divisdo reprodutiva de
trabalho (WILSON, 1971; MICHENER, 1974; HOLLDOBLER & WILSON. 1990).
Esta divisdo reprodutiva de trabalho é manifestada pela ocorréncia de duas castas de
fémeas (rainha e operéria), distintas morfologicamente e/ou comportamentalmente
(WILSON, 1971; MICHENER, 1974; HOLLDOBLER & WILSON, 1990).

Em muitas abelhas altamente eussociais, o tipo e/ou quantidade de alimento
oferecido a larva congtitui o fator exdgeno dominante que vai determinar se uma larva
se desenvolve em rainha ou operaria (HARTFELDER, 1990). Natribo Meliponini, mais
particularmente no género Melipona, rainhas, machos e operarias se originam de células
de cria de mesmo tamanho, 0 que indica que estas abelhas ingerem quantidades
similares de aimento (KERR, 1950; MICHENER, 2000). Vérios trabalhos sugerem que
a diferenciacdo de castas no género Melipona é determinada geneticamente, embora,
fatores ambientais e quantidade de alimento possam influenciar este processo (KERR et
al., 1966; CAMARGO, 1976; VELTHUIS & SOMMEIJER, 1991).

Na tribo Meliponini, rainhas virgens sdo produzidas regularmente ao longo do
ano (IMPERATRIZ-FONSECA, 1978; ENGELS & IMPERATRIZ-FONSECA, 1990;
VAN VEEN et a., 1992; IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI, 1995). Estas rainhas
podem enxamear com operarias e fundar um novo ninho, assumir o posto de rainha em
colbnias 6rfas ou substituir uma rainha dominante pouco produtiva (SILVA et al., 1972;
MICHENER, 1974; SAKAGAMI, 1982; KLEINERT-GIOVANINI, 1989;
IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI, 1995). Contudo, rainhas virgens excedentes
s80 mortas por operérias antes de serem aceitas como rainhas e partirem para 0 v6o
nupcial (SILVA et a., 1972; MICHENER, 1974, SAKAGAMI, 1982; IMPERATRIZ-
FONSECA & ZUCCHI, 1995). Embora SILVA et al. (1972) relatem que, em M.
quadrifasciata, rainhas virgens recentemente aceitas ajudem operdrias a eliminar outras
rainhas que venham a emergir na colénia, normalmente esta tarefa é executada por
oper&rias. No entanto, em certos casos, rainha virgens sdo toleradas vivas dentro das

coldnias por tempo variado. Em algumas espécies de Trigona, jovens rainhas virgens
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sd0 aprisionadas em camaras feitas de cera e resina, onde permanecem
temporariamente, até que seu destino sgja definido (MICHENER, 1974; SAKAGAMI,
1982; IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI, 1995). Em Melipona, rainhas virgens
conseguem permanecer vivas durante algum tempo, refugiando—se entre as camadas do
invélucro ou dentro de potes de alimento vazios (KLEINERT & IMPERATRIZ-
FONSECA, 1994).

A producdo de rainhas no género Melipona varia de 12 a 25% (KERR &
NIELSEN, 1966). Em colonias com rainha fecundada, todas as rainhas virgens sdo
mortas. Ja em orfandade, uma das rainhas virgens é escolhida em detrimento das outras,
realizando mais tarde, o voo nupcia (CAMARGO, 1976; KERR, 1978). Com base
nestas informagbes, ROUBIK (1989) sugere que o0 excesso de rainhas virgens
produzidas, aém de serem disponibilizadas para a substituicdo da rainha mae ou
fundacdo de uma nova colbnia, pode estar sendo utilizado para a selecdo de um
gendtipo particular de rainha pelas operarias ou por outros agentes. KOEDAM et al.
(1995a) conjecturam que existe uma competicdo entre rainhas ndo inseminadas e a
rainha fisogastrica, sendo esta competicdo uma forma de garantir a constante qualidade
da rainha fisogéstrica, e deste modo, a manutencdo da colénia.

Os mecanismos pelos quais as rainhas virgens em Meliponini sdo aceitas ou
regjeitadas ainda permanecem obscuros, embora alguns pesquisadores relatem que
feromonios liberados por glandulas abdominais, as quais sd0 expostas quando o
abddmen das rainhas virgens se alarga, possam influenciar tal decisdo (KOEDAM et a,
1995b; ENGELS & IMPERATRIZ-FONSECA, 1990; IMPERATRIZ-FONSECA &
ZUCCHI, 1995). SILVA et al. (1972) encontraram em colbnias de M. quadrifasciata
68,4% de rainhas virgens mortas ap6s um dia de emergéncia, durante o periodo de
orfandade, enquanto que rainhas virgens, em coldnias com rainhas fisogastricas, foram
mortas num periodo de dois a dez dias. Para M. quinquefasciata, apds um periodo de
orfandade induzida, assinalaram 100% de mortes dentro de um dia apds a emergéncia.
Resultados semelhantes para mortalidade de rainhas recentemente emergidas foram
encontrados em col6nias de M. favosa, com rainha fisogastrica (KOEDAM et 4.,
1995a) e em colbnias de M. beechel, em orfandade (VAN VEEN et a., 1999). A
aceitacdo de rainhas virgens pode ocorrer em poucas horas ou até semanas apos a
emergéncia. Alguns fatores tém sido indicados como responsaveis por esta variacéo,
tais como as condicdes da colonia e a fecundidade da rainha (KOEDAM et a., 1995z,
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SILVA et al., 1972; IMPERATRIZ-FONSECA, 1978; IMPERATRIZ-FONSECA &
ZUCCHI, 1995; VAN VEEN et a., 1999).

Embora a maior parte dos trabalhos sobre aceitacdo de rainhas enfoquem
comportamento agonistico entre operé&rias e rainhas virgens, bem como a provavel
influéncia de seus feromodnios, pouco € conhecido sobre a faixa etaria e/ou tarefa
desenvolvida pelas operérias durante aquelas interacdes. Outro aspecto importante a ser
apreciado, esta relacionado com a influéncia da idade das rainhas virgens no processo
de aceitacdo pelas operdrias. KOEDAM et al. (1995a) sugerem que a agressividade das
operarias na direcdo das rainhas virgens, bem como, o risco destas serem mortas,
aumenta quando as rainhas virgens se tornam mais velhas. CAMARGO (1976)
introduziu rainhas inseminadas de M. quadrifasciata em col6nias formadas por
oper&rias recém-emergidas sem que estas apresentassem qualquer comportamento
agressivo na direcéo destas rainhas.

Neste trabalho, testamos a hip6tese de que interaces agonisticas entre rainhas
virgens e operarias de M. quadrifasciata, sdo influenciadas pela idade das rainhas
virgens e pelo status comportamental das operarias durante aintroducéo.
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3.2. MATERIAL E METODOS

As abelhas utilizadas no experimento foram obtidas de quatro colGnias de M.
quadrifasciata anthidioides, mantidas no Apiario Central da Universidade Federal de

Vicosa, Minas Gerais, Brasil, durante os meses de outubro e novembro 2002.

3.2.1. Coleta derainhas para os ensaios

Rainhas recém emergidas foram obtidas de discos de cria mantidos em estufa
BOD a 28 + 2°C. Apos a emergéncia, cada rainha foi transferida para uma placa de
Petri juntamente com 5 operarias jovens, mais polen e mel, até a sua utilizacdo nos
experimentos (modificado de CAMARGO, 1976). Rainhas de 0 dia foram utilizadas

imediatamente apds a emergéncia.

3.2.2. Coleta de operarias e montagem de mini—colénias

As operdrias foram coletadas diretamente de suas colénias de origem.
Operérias forrageiras foram coletadas com rede entomolégica quando retornavam das
atividades de coleta. As operarias nutridoras foram capturadas na area destinada aos
discos de cria, identificadas de acordo com o padrdo de coloracdo caracteristico
(FAGUNDES et al., 2006). Foram formadas dois tipos de colénias Orfés, uma
constituida por operérias forrageiras e outra por operarias nutridoras, cada uma com 30
individuos. Estas col6nias foram acondicionadas em duas caixas de madeira (15 X 15 X
6 cm), contendo 1 pote pdlen e mel fornecido ad libitum. Estas mini—col6nias foram
mantidas em estufa BOD a 28 + 2°C, sendo retiradas SO para 0s ensaios € manutencao.
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3.2.3. Bioensaios de aceitacdo derainhasvirgens

Foram realizados dois ensaios, um para a colénia 6rfa constituida por operarias
forrageiras e a outra para col6nia Orfa constituida por operarias nutridoras. Em cada
col6nia foram introduzidas 40 rainhas virgens, sendo 10 para cada tratamento (rainhas
de O, 1, 2, e 3 dias de idade), totalizando 80 rainhas. As rainhas virgens foram
liberadas, uma por vez, obedecendo a intervalos de, no minimo, 15min. para que se
procedesse uma outra repeticdo. Este intervalo variou de acordo com a disponibilidade
de rainhas virgens para cada tratamento. As interagcbes entre as rainhas virgens e
operarias foram observadas durante 10 min., sendo a quantidade de rainhas aceitas e
rejeitadas em cada ensaio anotada. Foi considerada aceita, a rainha que, durante o
periodo de observacdo, mostrou repertério comportamental peculiar, tais como:
abdémen inflado, movimentos de giro e guinadas bruscas na direcdo das operédrias, sem
gue estas chegassem a promover ataques que resultassem na morte ou injuria da rainha
testada. Foi considerada rejeitada, a rainha perseguida, agredida e/ou morta. Os ensaios
foram, namedida do possivel, filmadas e fotografados.

Os resultados foram avaliados através da Regresséo logistica, com aceitacéo
como variavel dependente e tempo (em dias) como variavel independente continua. A
significancia do modelo, bem como a independéncia das variaveis foram testadas pelo
teste de Qui-quadrado. O nivel de significancia adotado foi de 5%. As andises foram
feitas usando o programa Statistica 6.0 (Statsoft Inc.2001)
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3.3. RESULTADOS

O teste do Qui-quadrado mostrou diferencas significativas (c? 19,708; p=
00001, gl(1)), entre 0 modelo de Regressdo logistica restrito (estimado somente com a
constante) e o modelo completo. O modelo de regresséo logistica estimou corretamente
92,8% das rejeicdes (26 para 0s 28 da amostra) (Tabela 4 ). Observa—se também que,
dos 12 casos de aceitagdo presentes na amostra, 8 foram estimados corretamente pelo
modelo, 0 que equivale a 66,6%. Portanto, 0 modelo de Regresséo logistica conseguiu,
no total, estimar corretamente 85% das observacoes amostrais (N= 40). A Regresséo
logistica (Figura 5) mostrou que a aceitacdo de rainhas virgens diminui com a idade,
quando estas sdo introduzidas em mini—coldnia constituida com operarias forrageiras.
Neste tratamento, 80% das rainhas virgens de O dia de idade foram aceitas, enquanto
que, rainhas virgens de trés dias foram todas mortas (Tabela 5). J4, em mini—col6nias
com populagdo constituida por operarias nutridoras, embora tenha ocorrido um aumento
da rejeicdo de rainhas virgens de trés dias de idade, ndo ocorreu uma diferenciacéo
notével quanto ao nimero de rainhas rejeitadas, se comparado com rainhas virgens de O,
1 e 2 dias de idade (Tabela 6). Neste ensaio, 0 modelo de Regressdo logistico néo foi
significativo (c?= 1,8759; p= ,17081, gl(1)), indicando, portanto, que a aceitacdo de
rainhas virgens em mini—colOnias desta classe comportamental ndo € influenciada pela
idade (Figura 6)

Tabela 4- Vaores observados e estimados em encontros agonisticos entre rainhas
virgens e operérias forrageiras de M. quadrifasciata em mini—col6nias Orfas estimados
pelo model o de Regressédo logiistica

Observado Estimado Per centual
Reeicdo  Aceitacdo correto
Reeicdo 26 2 92,8%
Aceitacdo 4 8 66,6%

Total 85%
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Fig 5— Gréfico de regressdo logistica da propor¢do de rainhas virgens de M.
quadrifasciata aceitas por operarias forrageiras, em funcéo daidade.
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Fig. 6— Grafico de regressdo logistica da proporcéo de rainhas virgens de M.
quadrifasciata aceitas por operérias nutridoras, em funcdo daidade.
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Tabela 5- Quantidade de rainhas virgens aceitas
e rgleitadas de acordo com a idade, em col6nia

orféa constituida por operarias forrageiras.

Idade em dias
Repeticao 0 1 2 3
1 aceita aceita rejeitada rejeitada
2 aceita rejeitada rejeitada rejeitada
3 rejeitada rejeitada rejeitada rejeitada
4 aceita rejeitada aceita rejeitada
5 aceita aceita rejeitada rejeitada
6 aceita rejeitada rejeitada rejeitada
7 aceita aceita rejeitada rejeitada
8 aceita rejeitada rejeitada rejeitada
9 aceita rejeitada rejeitada rejeitada
10 rejeitada rejeitada rejeitada rejeitada || Total
Aceita 80% 30% 10% 0% 12
Rejeitada 20% 70% 90% 100% 28
Total geral 100% | 100% | 100% | 100% | 40

Tabela 6- Quantidade de rainhas virgens aceitas
e rgjeitadas de acordo com a idade, em col6nia

orfa constituida por operarias nutridoras.

Idade em dias

Repeticdo 0 1 2 3

1 aceita regjeitada aceita rejeitada

2 aceita aceita  aceita 0

3 aceita  aceita  aceita  aceita

4 aceita  aceita  aceita  aceita

5 aceita  aceita  aceita  aceita

6 rejeitada rejeitada rejeitada  aceita

7 aceita regjeitada rejeitada  aceita

8 aceita aceita rejeitada rejeitada

9 aceita aceita aceita rejeitada

10 rgeitada aceita aceita reeitadal Total

Aceita 80% 70% 70% 50% 27

Reeitada 20% 30% 30% 50% 13
Total geral | 100% | 100% | 100% | 100% 40

45
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3.3.1. Descricdo das interacdes entre operarias e rainha durante a introducéo de

rainhasvirgens

O comportamento das rainhas virgens recém-emergidas (0 dia) em mini—
colbnias congtituidas com operarias forrageiras foi o seguinte: ao serem introduzidas,
estas caminhavam apressadas pelo assoalho da caixa e por entre os potes de alimento
sem serem molestadas. No entanto, contatos antenais ou troca de alimento liquido
(trofaléxia) foram inexistentes. Nao houve formacéo de corte, embora algumas rainhas
virgens apresentassem comportamento caracteristico, inflando o abdémen e fazendo
movimentos circulares, girando sobre o préprio eixo, as vezes em sentido horério,
noutras em sentido anti—horério, esfregando as pernas traseiras e medianas umas sobre
as outras e sobre as partes laterais do abdémen. Outro comportamento comum nestas
ocasiOes foi a constante solicitacdo de alimento, com bruscas guinadas e recuos, numa
manifestacdo peculiar de dominancia—subordinacdo. Ja, as rainhas virgens de um dia de
idade foram percebidas mais rapidamente. Ao tentar impor a sua dominancia exibindo
comportamento agonistico, com movimentos de ataque e recuo, abddmen inflado, foram
perseguidas, atacadas e mortas em 80% dos casos. Rainhas virgens de dois e trés dias
de idade foram atacadas e mortas, em respectivamente 90% e 100% dos casos (Tabela
5)

Na colénia constituida por operarias nutridoras, 0 comportamento observado
foi oposto ao do tratamento anterior. Nestas colonias, independente daidade das rainhas
virgens, houve formacao de corte por parte das operérias nutridoras (Figura 7). Durante
estas interacbes as rainhas virgens exibiram comportamento caracteristico, com
abdémen inflado, movimentos circulares, giros sobre o préprio €xo, as vezes em
sentido horério, noutras em sentido anti—horério, esfregando as pernas traseiras e
medianas umas sobre as outras e sobre as partes laterais do abdémen. Conforme
ocorrido no tratamento anterior, as operdrias nutridoras se lancavam bruscamente na
direcéo da rainha, com movimentos de avanco e recuo, numa manifestagdo peculiar de
dominancia—subordinagdo. Fato importante nos encontros entre rainhas virgens e
operarias nutridoras foi a ocorréncia de interacBes trofaéticas durante as cortes
formadas (Figura 8). No entanto, estas interagbes ocorreram entre a rainha virgem €, no

maximo, duas operérias da corte e sempre por coagao.



Resultados 47

Fig. 8- Corte entre operéarias nutridoras e rainha virgem de um dia de
idade.

Fig. 9- Interagdo trofal&tica entre rainha virgem de dois dias de idade e operéria
nutridora.
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3.4. DISCUSSAO

Neste trabalho, o0 comportamento agonistico de operarias em relacdo as rainhas
virgens foi claramente dependente da idade, quando estas foram confrontadas com
oper&rias forrageiras. No entanto, os resultados foram categoricamente diferentes
quando as rainhas virgens foram confrontadas com operarias nutridoras.

KOEDAN et a. (1995a), em trabalho feito em col6nias normais (com rainha
fisogastrica) de Melipona favosa, revela que, em geral, o risco de rainhas virgens serem
mortas aumenta com a idade. Contudo, segundo estes autores, a morte simultanea de
rainhas virgens de idades diferentes sugere que outros fatores possam estar envolvidos.

Alguns trabalhos tém sugerido que feroménios estgjam envolvidos no
processo de aceitacdo de rainhas em Méiponini (ENGELS & IMPERATRIZ-
FONSECA, 1990; CRUZ-LANDIM & MOTA, 1990; KLEINERT & IMPERATRIZ-
FONSECA, 1994; KOEDAM et al., 1995a, 1995b; VAN VEEN et a., 1999). Os
resultados do presente estudo suportam parcialmente esta hipotese. No entanto, ndo é
descartado que estes feroménios atuem de forma sinérgica com as manifestagdo de
comportamento ritualizado (ZUCCHI, 1993).

Sugerimos, entdo, uma hipétese alternativa, na qual assumimos que 0s
feromonios produzidos pelas glandulas abdominais das rainhas, em Meliponini, afetam
o comportamento das operarias de forma diferenciada. De acordo com esta hipétese, o
comportamento das operarias depende do tipo de tarefa na qual estgjam engajadas no
momento do encontro com as rainhas virgens e, devido a baixa volatilidade deste
feromdnio, sua acdo se restringiria as proximidades da rainha. Portanto, havendo a
necessidade de contatos de partes do corpo da rainha e das operarias para que a
dominancia socia sgja consolidada. Isto, em parte, pode explicar a manutencdo da
dominéncia ritualizada neste taxa. Baixos voléteis, dentre estes, os hidrocarbonetos
cuticulares (HCs), sdo provaveis candidatos a esta fungdo. ABDALLA et al. (2003) em
trabalho desenvolvido com M. bicolor, encontraram uma variagdo na composicao de
HCs nas castas de fémeas. A composicdo de HCs de rainhas virgens diferiram das
encontradas para rainhas fisogéstricas, bem como, entre operarias de diferentes grupos
de tarefas. Embora existam indicacfes de que rainhas virgens do género Melipona,
normalmente nasgcam sem “atratividade” (IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI,
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1995), no presente trabalho muitas rainhas virgens recém—emergidas exibiram
repertério comportamental idéntico ao encontrado para rainhas virgens mais velhas,
sendo percebidas imediatamente pelas operdrias. Isto corrobora com observacdes de
KOEDAM et a.(1995b), de que a habilidade de inflar o abdémen ndo tem relagdo com
a idade das rainhas virgens ou com a atratividade Por outro lado, ABDALLA et al.
(2003) encontraram semelhancas entre HCs de rainhas e operéarias recém—emergidas em
M. bicolor. Colbnias de Meliponini sdo tolerantes com operarias recém—emergidas
mesmo que estas ndo compartilhem da mesma origem (NOGUEIRA-NETO, 1950;
MICHENER, 1974; SILVA, 1977; ROUBIK, 1981; ROUBIK, 1989; INOUE et a.,
1999), o que pode explicar a tolerancia de operarias forrageiras as rainhas virgens de 0
dia de idade por nés observada.

As mini—colonias utilizadas no presente estudo, embora facilite o
reconhecimento das rainhas virgens pelas operarias, devido a reducdo de érea,
certamente ndo influéncia o processo de aceitacdo, visto que, rainhas de diferentes
idades submetidas a mesma metodologia desencadearam reacOes diferentes nas
oper&rias. Contudo, a introducdo de uma rainha virgem por vez, pode ter eliminado a
competicdo, que certamente ocorreria, caso outras rainhas virgens e uma rainha
fisogastrica estivessem presentes na colonia. SILVA et a. (1972) registraram a
participacdo de uma rainha recentemente aceita em atagues a outras rainhas virgens,
numa coldnia de M. quadrifasciata em processo de substituicdo natural. KOEDAM et
al. (1995a) argumentam que existe uma competicdo reprodutiva entre a rainha
fisogastrica e as rainhas virgens de M. favosa, ja que estas estdo predestinadas a
tornarem—se reprodutivas. Estes mesmos autores sugerem que as operarias atuariam
como controladoras, sendo capazes de avaliar a qualidade reprodutiva da rainha
dominante e das rainhas virgens constantemente produzidas na col 6nia.

A auséncia de interagbes trofaldticas entre rainhas virgens e operéarias
forrageiras observadas no presente estudo, sugere que estas operdrias possuem
restricbes de ordem comportamental e fisiolégica. Operarias forrageiras possuem
glandulas hipofaringeanas atrofiadas (CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969;
FAGUNDES et ., 2006), que produzem principalmente invertase, enzima envolvida na
conversao de néctar em mel, necessarios para a realizacdo dos longos vos de coleta
(SIMPSON, 1968; ARNOLD & DALAGE-DARCHEN, 1978). Operérias nutridoras,
por sua vez, possuem glandulas hipofaringeanas bem desenvolvidas (BEGO, 1974,
1983; COSTA-LEONARDO, 1982; KNECHT & KAATS, 1990; COSTA & CRUZ-
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LANDIM, 1999; FAGUNDES et a., 2006), necessarias para a producéo de secrecéo
glandular protéica, importante para a manutencdo do status reprodutivo da rainha e
desenvolvimento das crias (SOMMEIJER et a., 1985, SOMMEIJER & BRUIJN,
1994). Isto explica o por qué do maior nimero de interacdes trofal &icas observadas em
cortes formadas por rainhas virgens e operdrias nutridoras, em comparacdo ao
observado entre rainhas virgens e operarias forrageiras. Contudo, embora interacoes
trofal éticas entre rainhas e operérias nutridoras sgjam mais freguientes, em abelhas sem
ferrdo, estas nunca sdo trofalaticamente alimentadas de forma espontanea
(SOMMEIJER & BRUIJN, 1994).

Trabalhos realizados com o género Melipona demonstram que rainhas
fisogéstricas sGo sempre aceitas em col6nias estranhas da mesma espécie (SAKAGAMI
et a., 1965, NOGUEIRA-NETO, 1970; CAMARGO, 1976; MONTEIRO DE
ANDRADE, 1988). Esse fato sugere que a atuacéo feromonal em rainhas fisogastricas é
mais eficiente. No entanto, em rainhas virgens, a sua aceitacdo depende do status
fisiol6gico, bem como, status comportamental das operérias, 0 que pode torna-as, mais
OU menos susceptiveis ao processo de aceitacdo. Em trabalho realizado com M. bicolor,
ABDALLA et al. (2004) constataram que a secrecéo da glandula de Dufour de rainhas
virgens consiste principamente de hidrocarbonetos, enquanto que a secregdo da
glandula de Dufour de rainhas fisogastricas contém, além de hidrocarbonetos, uma
variedade de outros compostos. De acordo com estes autores, além de indicar o estado
de fecundidade da rainha, os compostos oxigenados da secrecdo da glandula de Dufour
podem gjudar a aumentar a sua atratividade.

Em suma, embora possa haver o envolvimento de feroménios no processo de
aceitacdo de rainhas virgens, estes sdo pouco eficientes, sendo necessario, portanto, a
manifestacdo do comportamento de dominancia ritualizada para que uma rainha virgem
sgja efetivamente aceita pelas operdrias. NOs também sugerimos gue estes feromonios
influenciam operarias de forma diferenciada, j& que, a regressdo logistica ndo indica
uma relacdo entre a idade das rainhas virgens e a sua aceitagdo, quando estas foram
introduzidas em mini—colénias compostas por operérias nutridoras, embora, haja uma
pegquena reducdo da aceitacdo quando se compara rainhas de 0 a 3 dias de idade. 1sso
sugere que operarias nutridoras podem tolerar rainhas virgens até uma certa idade,
quando sua identificacdo se torna possivel, sendo entdo, expulsas da érea de cria e
eliminada pelas operérias.
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4. CAPITULO I11:
INFLUENCIA DO STATUSCOMPORTAMENTAL DASOPERARIAS
SOBRE O PERIODO DE PRE-OVIPOSICAO E SOBREVIVENCIA DE

RAINHAS DE Melipona quadrifasciata Lep. (HYMENOPTERA: MELIPONINI)

EM CONDICOESDE LABORATORIO
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4.1. INTRODUCAO

Operérias em colbnias de insetos eussociais frequentemente manifestam uma
divisdo de trabalho altamente organizada, particularmente naquelas espécies onde a
populacdo de adultos alcanca ou excede muitas centenas de individuos (WILSON,
1971). A divisdo de trabalho entre operarias esta associada com diferencas na idade das
operdrias (KERR & SANTOS NETO, 1956; MICHENER, 1974; HOLLDOBLER &
WILSON, 1990; ROBINSON, 1992), genttipo (PAGE & ROBINSON, 1991; PAGE et
a., 1992; MORITZ & SOUTHWICK, 1993; RANGER & O'DONNEL, 1999; BEN—
SHAHAR et al., 2002) e morfologia (HOLLDOBLER & WILSON, 1990)

A divisdo de trabaho relacionado com a idade, padréo referido como
polietismo etério, € mais pronunciada em vespas e abelhas eussociais, enquanto que a
divisdo de trabalho baseado em diferenciacdo morfolégica é mais proeminente em
formigas e termitas (WILSON, 1971; MICHENER, 1974; OSTER & WILSON, 1978).
Nas colbnias de abelhas das tribos Apini e Meliponini operérias desenvolvem padrdes
comportamentais estereotipados. Operérias de Apis mellifera realizam tarefas intranidais
durante a primeira e segunda semana da vida adulta, tais como: cuidado com as crias,
armazenamento de alimento e manutencdo do ninho e, da quinta a sétima semana
realizam tarefas de coleta e protecdo do ninho, permanecendo nestas atividades durante
0 restante de suas vidas (WINSTON, 1987). Conforme KERR & SANTOS NETO
(1956), operérias de Melipona quadrifasciata realizam tarefas intranidais do primeiro ao
vigésimo sétimo dia, tais como: construcdo de involucro, incubacdo de células de cria,
construcao de pilastras, mordiscam e destroem favos de cria velhos, constroem potes de
alimento, trabalham com lixo, aprovisionamento, operculacdo, propolizacdo e recepcao
de néctar. Do vigésimo setimo ao trigésimo oitavo dia realizam tarefas extranidais, tais
como: forrageamento de néctar, resina e pélen.

Embora quase todas as operarias sigam a seqiiéncia acima descrita, a taxa de
polietismo etéario entre os companheiros de ninho pode variar bastante, existindo grande
plasticidade nestes padrbes comportamentais (SAKAGAMI, 1982; KOLMES &
SOMMEIJER. 1992a, 1992b). Em resposta a mudancas ambientais, densidade

demografica e necessidade das coldnias, operarias de abel has eussociais podem acelerar,
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retardar ou reverter padrbes de desenvolvimento comportamental (BEGO, 1974,
ROBINSON, 1992; WALDSCHMIDT , 1995; HUANG & ROBINSON, 1996, 1992).

Em todas as colonias de abelhas da tribo Meliponini, as atividades dentro do
ninho sdo temporalmente organizadas em torno da oviposi¢cdo pela rainha, assistida por
operarias nutridoras. Meliponini e Apini diferenciam—se de forma notavel quanto ao
cuidado com as crias. Nos Apini a rainha coloca seus ovos em células vazias e logo apos
a eclosdo as larvas sdo alimentadas progressivamente por cerca de cinco dias, seguindo a
operculacdo. Nos Méeliponini o aprovisionamento € feito de forma massal, operarias
nutridoras suprem a célula de cria com uma mistura de alimento larval, pdlen e mel, e s6
depois rainha oviposita, ocorrendo, posteriormente, a operculacdo. As sequéncias
comportamentais envolvendo as fases de construcdo de células de cria,
aprovisionamento, oviposicdo e operculacdo sdo chamadas coletivamente de “cell
provisioning and oviposition process’ (POP). Estes ciclos di&rios de reproducéo
envolvem freqlentemente complexas interacbes grupo—especificos entre rainha e
oper&rias (SAKAGAMI et d., 1965; SAKAGAMI & ZUCCHI, 1974; ZUCCHI, 1977;
SAKAGAMI, 1982).

Na maioria das espécies de Meliponini, operérias desenvolvem ovérios e
colocam ovos, que podem ser comidos pela rainha ou dar origem a machos
(SAKAGAMI & ZUCCHI, 1963; BEIG, 1972; TERADA, 1974; SAKAGAMI, 1982;
SOMMEIJER & VAN BUREN 1992; KOEDAM et al., 1996, 2001). No entanto,
exceghes podem ocorrer em algumas espécies. SAKAGAMI et al. (1963) observaram
gue em Leurotrigona muelleri, a exemplo do que ocorre com A. mellifera, operérias sO
desenvolvem os ova&rios durante a auséncia da rainha ou em colbnias atamente
povoadas. Alguns casos extremos sdo relatados para Friesecomelitta varia,
Frieseomelitta silvestri e Duckeola ghiliani, no qual oper&rias nunca desenvolvem os
OVarios, na presenca ou auséncia da rainha (TERADA, 1974; ZUCCHI, 1977). Por este
motivo sdo classificadas por ZUCCHI (1993) como hipersociais, uma vez que ndo ha
ateracbes no desenvolvimento dos ovéarios, a capacidade reprodutiva estaria limitada
apenas a rainha da col6nia.

Diferente dos Apini, interacfes trofaldticas em Meliponini sdo infrequentes e
muitas vezes ndo observadas (SAKAGAMI. 1982, SOMMEIJER & BRUIJIN, 1994)
Sua ocorréncia geralmente esta associada com o aprovisionamento de células de cria
(SOMMEIJER et al., 1982, 1985). Conforme ZUCCHI (1993), interacOes trofal aticas

entre operéarias e rainha de abelhas sem ferrdo sdo simbdlicas, considerando que a rainha
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se alimenta de modo particular. Como reportado por vérios autores (MICHENER, 1974;
SAKAGAMI, 1982; SOMMEIJER et a., 1985; ZUCCHI, 1977, 1993; ROUBIK, 1989;
SOMMEIJER & BRUIJIN, 1994), a rainha recebe alimento das operérias indiretamente,
ingerindo alimento larval regurgitado por estas nas células de cria durante o POP, ou de
ovos troficos postos pel as operarias antes de sua oviposi ¢ao.

Portanto, interacGes agonisticas entre operarias e rainha com a finalidade acima
descrita, representam, conforme ZUCCHI (1977, 1993), um comportamento de
dominancia ritualizada, tendo como finalidade a manutencdo de uma posicdo ou
situacdo. Desta forma, as manifestacdes agressivas sdo simbdlicas e, provavelmente, um
relicto evolutivo de um comportamento agressivo real.

Como ja discutido no segundo capitulo desta tese, a presenca de rainhas
virgens em coldnias com rainha dominante desencadeia interacdes agonisticas entre
rainhas virgens e operérias ou outras rainhas virgens, bem como, envolvem constante
solicitagdo de alimento. Estas interagbes podem resultar na morte ou aceitagcéo de uma
rainha virgem como rainha dominante, substituindo a rainha anterior, ou entéo, a rainha
virgen aceita pode partir com operarias de diversas idades e fundar uma nova col6nia
(IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI, 1995). KOEDAM et a. (1995) sugerem que,
parte das rainhas virgens em col6nias com rainha dominante, morrem devido a privacdo
de alimento. Portanto, ainabilidade da rainha virgem de obter alimento armazenado nos
potes, torna as trocas trofaléticas entre operérias nutridoras indispensaveis para a sua
sobrevivéncia.

Operérias nutridoras de muitas espécies de Meliponini possuem ovarios e
glandulas hipofaringeanas bem desenvolvidas (SAKAGAMI et al., 1963) e interagem
com rainhas mais freqlentemente, a0 contr&io de operdrias recém—emergidas e
forrageiras (MICHENER, 1974; SAKAGAMI, 1982; SOMMEIJER et al., 1985).

No segundo capitulo desta tese, verificamos que operérias nutridoras e recém
emergidas foram mais tolerantes com rainhas virgens do que forrageiras. Todavia, sO
operdrias nutridoras formaram corte e retornaram as solicitagdes de alimento com mais
fregliéncia. Este comportamento indica que, operarias de determinadas fases etarias,
respondem de forma particular as manifestacdes ritualizadas de dominancia, tanto de
rainhas virgens, quanto de rainhas fisogastricas. Estudos realizados por SOMMMEIJER
et al. (1984, 1985) e SOMMEIJER & BRUJN (1994) sugerem que 0s sinais de

dominancia ritualizada possuem funcéo comunicativa, e que a participacdo de operédrias
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na corte da rainha esta relacionada com a participacdo das operarias envolvidas na
construcdo de células de cria.

Embora alguns aspectos hioldgicos e comportamentais da reproducdo em
algumas espécies de Meliponini sejam conhecidos, tais como: multiplicagdo e sucessdo
de colénias (KERR et al., 1962; SILVA et a., 1972; MICHENER, 1974; SAKAGAMI,
1982; ROUBIK, 1989) Processo de Postura e Aprovisionamento (POP) (SAKAGAMI,
1982; DRUMOND et al., 2000), trabalhos envolvendo reproducéo de Meliponini em
condigBes de laboratorio sdo escassos. CAMARGO (1972, 1974, 1976) desenvolveu
técnica de cruzamento natural de M. quadrifasciata sob condi¢fes controladas para
estudos genéticos. Este método, com poucas variacdes, foi utilizado por AIDAR.(1995)
com a finalidade de avaliar métodos de multiplicacgo artificial de colbénias de M.
quadrifasciata em condicOes de laboratério. Em estudo sobre a influéncia do aparelho
genital masculino na ativagdo ovariana de rainhas de M. quadrifasciata, MELO et al.
(2001) também se utilizaram do método desenvolvido por CAMARGO (1976)

A especiaizacao de tarefas por operérias em colbnias de insetos sociais pode
conduzir a uma divisdo mais eficiente de trabalho e, portanto, maior fitness reprodutivo
(OSTER & WILSON, 1978). O que torna importante saber qual momento da fase etéria
vivida pelas operédrias para que os métodos de introducdo de rainhas copuladas em
condic¢des de laboratério tenham sucesso.

Portanto, mais estudos acerca das caracteristicas etoldgicas envolvidas no
processo de reproducdo, em particular, do polietismo etario, sG0 necessarios para o
aperfeicoamento de métodos de reproducdo ex situ de abelhas sem ferrdo. Isto
possibilitara a formacdo de melipon&rios para fins de pesquisa e aumento da
variabilidade genética através de permuta de rainhas fisogéstricas obtidas através de
cruzamentos controlados. Portanto, tornando viaveis projetos que envolvam a
reintroducéo de espécies do género Melipona, em particular de M. quadrifasciata, em
areas que a mesma esteja ameacada.

Este trabalho tem como objetivo investigar a influéncia do status
comportamental das operarias sobre o tempo de pré-oviposicdo e sobrevivéncia de

rainhas de M. quadrifasciata em condic¢des de laboratorio.
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4.2. MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi desenvolvida no Api&rio Centra da Universidade
Federa de Vigcosa— UFV-MG e Laboratério de Biologia de Abelhas do Departamento
de Biologia Geral, no periodo de novembro de 2002 a setembro de 2004.

Foram utilizadas como matrizes, colénias de Melipona quadrifasciata

anthidioides existentes no meliponério desta instituicéo.

4.2.1. Obtencao das abelhas

Operérias forrageiras foram obtidas com rede entomol 6gica quando retornavam
das atividades de coleta. Operérias nutridoras foram capturadas na area destinada aos
discos de cria, identificadas de acordo com o padrdo de coloracdo caracteristico
(FAGUNDES et a., 2006). Operarias recém—emergidas e rainhas virgens foram
coletadas de discos de cria nascentes, obtidos das colGnias matrizes e mantidos em
estufa BOD a 28 + 2°C. Embora, a producéo de machos de M. quadrifasciata para a
regido de Vicosa-MG, ocorra nos meses de junho a agosto e em outubro (BEZERRA,
1994), ainda foi possivel encontré-os até os meados do més de novembro. Os machos
foram coletados préximos ao meliponario da Universidade Federal de Vicosa, quando
estavam pousados nas paredes externas das colméias ou em agregaces em troncos de
arvores e paredes das instalacdes do meliponério. Machos foram obtidos, também, de
colénias de M. quadrifasciata mantidas dentro do Laboratério de Abelhas. Estas
colénias foram abertas para que, machos prestes a serem expulsos pelas operarias,
pudessem ser capturados. Os machos encontrados na situacdo acima descrita ja
apresentam maturidade para a reproducdo, com a maioria dos espermatozoides
localizados na vesicula seminal (KERR & KRAUSE, 1950).
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4.2.2. Formacao das mini—colénias e introducao de rainhas recém copuladas.

Com a findidade de facilitar o mango as colbnias formadas foram
acondicionadas em colméias de observagdo (15 X 15 X 7 cm), com duas gavetas
removiveis (5,5 X 4 X 1,5 cm), situadas em lados opostos da parte inferior da parede da
colméia, uma de frete para a outra. Sendo destinadas respectivamente, ao deposito de
lixo e a0 fornecimento de mel. Estes compartimentos foram impermeabilizados com
cera de Apis mellifera para facilitar a limpeza e evitar a infiltracdo de mel por entre as
frestas da madeira. Este tratamento foi necessario, também, para evitar o contato das
abelhas com substéncias toxicas utilizadas no tratamento da madeira. Estas colméias
foram cobertas com placas de vidro, forradas com celofane vermelho (BURNS et .,
2002). Este procedimento foi utilizado para facilitar 0 manejo e evitar perturbagdes
durante o periodo de observacdo dos experimentos

Foram congtituidas 56 mini—col6nias durante o periodo de realizacdo dos
experimentos. Cada uma recebeu, pedacos de invélucro, obtidos das colénias matrizes,
pote artificial contendo pdlen, confeccionados com 30% de cera de Melipona e 70% de
cera de Apis mellifera, uma provisdo de mel depositado na gaveta destinada a este
propésito. Na gaveta destinada ao lixo foi colocado um reténgulo de papel filtro,
embebido com uma solucéo de 30% de excretas e 70% de agua destilada. Esta solucéo
foi utilizada com afinalidade de estimular as operarias a depositarem o lixo e defecarem
naguele compartimento. Foram feitas 14 repeticbes para cada um dos quatro
tratamentos. Cada colénia de observacdo recebeu uma populacdo de 60 operérias,

constituidas da seguinte forma:

Tratamento 1 (Rem) — Rainhas recém—copuladas introduzidas junto com 10
operarias recém—emergidas, sendo acrescentado de 10 a 20 operérias por dia até obter a

populacdo de 60 operarias;

Tratamento 2 (Nut) — Rainhas recém copuladas introduzidas junto com 10
operarias nutridoras, sendo acrescentado de 10 a 20 operarias por dia até obter a
populacdo desgjada. Devido a toleréncia dessa classe comportamental foi possivel
misturar operdrias nutridoras de diferentes colénias sem o risco de rejeicéo, como

verificado no 1° capitulo desta tese;
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Tratamento 3 (Forr) —Estas colénias foram formadas sempre com individuos
de mesma origem. Nestas colméias, os 60 individuos foram introduzidos de uma so vez.
Neste tratamento, rainhas recém-emergidas (0 dia de idade) foram introduzidas virgens,
sendo copuladas trés dias depois, e sO entdo, reintroduzidas. Este procedimento foi
adotado para se ter certeza que as rainhas ndo seriam rejeitadas e mortas ap0s compl etar
trés dias de idade.

Tratamento 4 (Mist)— Rainhas recém—copuladas introduzidas em col6nias
com 20 operérias recém—emergidas, 20 operarias forrageiras e 20 operarias nutridoras.
Como verificado no primeiro capitulo desta tese, encontros entre operarias guarda e
nutridoras de origens diferentes resultam em agressdo por parte de ambos os grupos. Por
este motivo, individuos desta classe comportamental tiveram sempre a mesma origem.
Neste tratamento, rainhas recém-emergidas (0 dia de idade) foram introduzidas virgens,
sendo copuladas trés dias depois e reintroduzidas logo apds a cépula. Procedimento

adotado pel os mesmos motivos alegados no tratamento anterior.

4.2.3 - Copula em condicBes de laboratério

As rainhas utilizadas nos cruzamentos tinham de trés a cinco dias idade,
enguanto os machos possuiam idades desconhecidas, ja que foram col etados nas paredes
das colméias, em agregacdes nas paredes externas do apidrio e pousados sobre arvores.
As rainhas e os machos foram mantidos separados até o0 momento da coOpula
(CAMARGO, 1976). No momento propicio, macho e fémea foram colocados numa
placa de Petri, onde foram observados todas as etapas do comportamento de copula
(Figura 9). Nos tratamentos envolvendo populacdo constituida sd por operédrias guarda
ou populacdo mista, rainhas virgens de 0 dia de idade foram introduzidas, ainda virgens,
sendo copuladas trés dias depois. Este procedimento foi necessario, devido a elevada
mortalidade de rainhas virgens de idade mais avangada (um, dois e trés dias de idade),
em encontros com operarias forrageiras (ver segundo capitulo desta tese). Apos
copuladas, as rainhas receberam uma marca de tinta, atdxica, sobre o torax. O
cruzamento foi considerado valido, quando, a0 examinar-se a parte termina do
abdémen do macho, notou—se a auséncia de sua cdpsula genital. Tomou—se o cuidado de
evitar, sempre que possivel, o contato direto da mdo com arainha, a fim de minimizar

0S riscos de rejei¢do das rainhas virgens durante a introducéo.
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Fia. 9 — Sealiéncia de conula natural em condictes de laboratério.

4.2.4 - Mangjo e coleta de dados

As colméias de observacdo foram mantidas em estufa BOD a 28 + 2°C, sendo
etiguetadas com o dia do cruzamento, idade das rainhas virgens cruzada e tratamento.
Operarias mortas no decorrer do experimento foram, na medida do possivel,
substituidas pelo mesmo tipo comportamental, na tentativa de manter a populacéo
constante. As abelhas foram alimentadas ad libitum, com xarope e pdlen fermentado
(CAMARGO, 1976; AIDAR & CAMPOS, 1994; AIDAR, 1995). O lixo depositado
pelas abelhas foi coletado semanalmente, sendo o papel filtro umedecido com a solugdo
de excretas, renovado a cada limpeza. O tempo decorrido entre 0 cruzamento e o inicio
da postura, bem como, o tempo de sobrevivéncia, do momento da introducdo até o
tempo limite de observacdo, foram anotados. Interagdes oper&ria—rainha, durante a
introducd@o das rainhas recém—copuladas, foram filmadas e fotografadas com camara
digital (Sony). Atividades de construgdo de elementos do ninho, bem como, quando
possivel, o registro do primeiro POP.
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Foi utilizada estatistica Kaplan-Meier (KAPLAN & MEIER, 1958) para
dados censurados, com o intuito de estimar o efeito das fases etarias das operarias sobre
0 periodo de pré-oviposicdo e sobrevivéncia de rainhas de M. quadrifasciata em
condicbes de laboratério. O tempo limite de observacdo estabelecido para este estudo
foi de 35 dias. Foi aplicado o teste de log—+ank para fazer comparagéo entre as curvas
de cada tratamento. O nivel de significancia adotado foi de 5%. As andlises foram feitas

utilizando—se o programa Satistica 6.0 (Statsoft Inc. 2001)
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4.3. RESULTADOS

No tratamento envolvendo col6nias com populacéo constituida por forrageiras,
nenhuma rainha entrou em postura até o tempo limite de observagdo (Tabela 7). No
entanto, 100% das rainhas que foram introduzidas em colGnias com populagéo de
operarias nutridoras entraram em postura até o final do periodo de observacdo do
experimento (Tabela 8). O tempo médio (xDP) parainicio de posturafoi de 12,1 (+1,6)
dias (Figura 10). Embora a média para o periodo de pré-oviposi¢éo em coldnias com
populacdo mista (operarias nutridoras, forrageiras e recém—emergidas) seja de 13,7 (
2,2) dias (Figura 10), a porcentagem de rainhas que entraram em postura para este
tratamento foi de 78,5% , menor do que 0 encontrado para o tratamento anterior (Tabela
9). A porcentagem de rainhas que entraram em postura em col6nias com populagéo de
operdrias recém emergidas foi de 28,5% (Tabela 10), sendo a média de 32,5 (+ 2,5)
dias para o periodo de pré-oviposicdo (Figura 10).

A andlise edatistica (KAPLAN & MEIER, 1958) mostrou diferencas
estatisticamente significativas (X2= 21,33382 gl= 2; p = 0,00002) quanto ao periodo de
pré-oviposicao. O teste log— ank indicou diferencas estatisticamente significativas entre
os tratamentos de Rem X Nut (Log—Rank= 4,386711; p=,00001), Nut X Mist (Log—
Rank= 2,445212; p= 0,01448) e Rem X Mist (Log—Rank= 3,31006; p= 0,00093).

No tratamento onde rainhas recém—copuladas foram introduzidas em coldnias
com operarias forrageiras ndo houve rainhas sobreviventes (Tabela 7), que morreram
em média, com 11,6 + 1 dias depois de copuladas (Figura 11). A porcentagem de
rainhas vivas até o periodo final de observacdo do experimento (35 dias), em colbnias
constituidas por operédrias nutridoras, foi de 92,8% (Tabela 8). Neste tratamento so
ocorreu uma morte no trigésimo segundo dia de observacdo (T abela 8). Nos tratamento
aonde as rainhas foram introduzidas com populacdo mista (operarias nutridoras,
forrageiras e recém—emergidas), a porcentagem de rainhas vivas até o periodo limite de
observacdo foi de 78,7% (Tabela 9). O tempo médio de 6bito estimado para este
tratamento foi de 30,7 (+ 8,7) dias (Figura 11). A sobrevivéncia de rainhas em col6nias
congtituidas por operarias recém—emergidas foi baixa (28,5%) (Tabela 10).
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Neste tratamento as rainhas morreram em média aos 19,7 (x 10,8) dias apds a copula
(Figura1l).

Quanto a sobrevivéncia das rainhas até o periodo limite de observacdo de 35
dias, a estimativa Kaplan-Meier (Figura 11) mostrou diferencas estatisticamente
significativas (X?= 34.61063 gl= 3; p = 0,00000) quanto a0 efeito do status
comportamental das operarias sobre a sobrevivéncia das rainhas. O teste log—rank
indicou diferencas nas curvas de sobrevivéncia entre os tratamentos Rem X Nut (Log-
Rank Test= -3.85566; p= 0,00012), Nut X Forr (Log-Rank Test= -4,88892; p=
0,00000), Rem X Forr (Log-Rank Test= -2,58732; p =.00967) e Rem X Mist (Log-
Rank Test= 2,978639; p= 0,00290). No entanto ndo ocorreu diferencas significativas
entre Nut X Mist (Log-Rank Test=-1,11819; p= 0,26349).

4.3.1. Descricao das interacOes oper aria—tainha e das atividades de construcao de
elementos do ninho.

No tratamento onde as col6nias foram constituidas com operérias forrageiras a
ocorréncia de cortes foi irrisoria (14,2%; Tabela 7). Durante estas cortes ndo ocorreram
interacdes trofaléticas entre rainha e operarias (Tabela 7). Neste tratamento ndo foi
registrada nenhuma construcdo de célula de cria.

Como verificado no segundo capitulo desta tese, rainhas virgens,
independentemente de sua idade, desencadearam nas operarias nutridoras o
comportamento de corte. No experimento do presente capitulo este comportamento foi
confirmado, indicando que o processo de aceitacdo ocorre, também, com rainhas
inseminadas. O comportamento de corte foi verificado em 100% dos casos observados
para este tratamento (Tabela 8). Ao serem circundadas pelas operdrias, as rainhas
exibiram o abddmen inflado, movimentos circulares, giros sobre o préprio eixo, por
vezes em sentido horério e noutras em sentido anti—horério, com paradas e guinadas
abruptas em direcdo as operdrias. Constantes solicitacbes por aimento foram feitas
através de contatos antenais, auxiliados pelas pernas anteriores. As operarias
participantes desta corte, por sua vez, faziam movimentos de ataque e recuo. Em 100%
(Tabela 8) dos casos observados ocorreram interagdes trofaléticas entre rainha e

operaria nutridora durante as cortes formadas (Figura 12).
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Operérias nutridoras iniciaram a construcdo da primeira célula de cria sobre
uma pequena base de cera (Figura 13). As atividades de construcéo de elementos do
ninho (pilares, invélucro, potes de alimento) foram iniciadas, em média, aos dois dias
apoOs a introducdo da rainha. Estas operarias foram capazes de coletar o mel do
alimentador e depositéHo nos potes de aimento construidos por elas. Visitas de
inspecdo as células em construcdo foram, comumente, redizadas pela rainha
fisogastrica (Figura 14). Nestas ocasifes as operdrias se retiravam rapidamente da
célula inspecionada pela rainha, s retornando as atividades de construgéo apds a rainha
ter seretirado. Apds a célula estar pronta e apresentar colar, muitas operarias apareciam,
e alternadamente, inseriam o metasoma na célula de cria (Figura 15). Devido a
inexisténcia de contragdo abdominal durante algumas insercOes, possivelmente, ndo
houve regurgitacdo de alimento larval. Interagdes entre rainha e operéria nesta fase se
tornam mais agressivas, com a rainha agarrando a operarias com as pernas anteriores,
fazendo antenagOes e solicitagcdo de alimento. Em alguns momentos, a rainha tocou,
freneticamente, com as antenas e pernas anteriores 0 abdémen da operaria que estava
inserida na célula de cria, como se a estimulasse a fazer descargas de aimento larval.
Todas as rainhas fisogastricas observadas inseriram a glossa em células aprovisionadas,
indicando que, podem obter alimento durante o processo de aprovisionamento. Antes de
fazer a postura, as rainhas se mantiveram a uma pequena distancia da céula
aprovisionada, e com as pernas fixas, faziam movimentos para frente e para traz. Em
seis ocasides, operdrias colocaram ovos, que foram comidos pela rainha antes desta
ovipositar. Apds a oviposicdo, uma operéria operculou a célula com movimentos
rotativos.

Colbnias constituidas por populagdo mista (nutridoras, forrageiras e recém—
emrgidas), desenvolveram padrdo comportamental semelhante, todavia, apenas
operarias nutridoras participaram das cortes formadas em torno das rainhas recém
copuladas. Em 85,7% (Tabela 9) das cortes formadas em col6nia mista, ocorreram
interacdes trofaldticas entre rainhas e operarias nutridoras em 78,6% (Tabela 9) dos
casos. Com a progressdo da idade, parte das operarias introduzidas como recém—
emergidas passaram a atuar como hutridoras, se juntando aquelas originariamente
introduzidas nesta fase. Todavia, operarias que foram introduzidas como forrageiras,
ndo reverteram este comportamento, e desta forma, ndo participaram de atividades
intranidais. As atividades de construcéo de elementos do ninho em colGnias mistas,

portanto, foram assumidas por operarias nutridoras e, mais tardiamente, por operérias
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introduzidas como recém-emergidas. A construcdo de elementos do ninho para este
tratamento ocorreu, em média, trés dias depois daintroducéo darainha.

No tratamento onde as coldnias foram constituidas por operarias recém—
emergidas, a ocorréncia de corte se deu em 35,7% dos casos, sendo que, as interagoes
trofaléticas entre rainhas e operarias recém—emergidas, ocorreram em somente 28,6%
dos casos (Tabela 10). Operarias recém-emergidas comecaram a construcao da primeira

célula de cria, trinta dias depois daintroducdo da rainha
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Fig. 10- Efeito da fase etaria de operarias de M. quadrifasciata sobre o periodo
de pré-oviposicdo de rainhas recém copuladas. O simbolo o representa
ocorréncia de postura enquanto que o simbolo + auséncia de postura (Curvas de
sobrevivénciade Kaplan & Meier ; p< 0.05).
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Fig. 11- Efeito da fase etaria de operarias de M. quadrifasciata sobre a sobrevivéncia
de rainhas recém copuladas. O simbolo o representa ocorréncia de morte da rainha
enquanto que o simbolo + representa a sobrevivéncia até o periodo limite de
observacdo (35 dias) (Curvas de sobrevivéncia de Kaplan & Méier; p < 0,05).

Tabela 7- Porcentagem de postura, ocorréncia de corte, ocorréncia de interacfes
trofaldticas e sobrevivéncia de rainhas de M. quadrifasciata em col6nias constituidas

por operédrias forrageiras.

Datada || Datada )
N°| Idade]| copula | postura ] Postura | Corte || Trofalaxia || Obito | Sobrevivéncia
01 1 141003 - NAO NAO  NAO  27/10/03 13
02 1 10/10/03 - NAO NAO  NAO  23/10/03 13
03 1 11/10/03 - NAO NAO  NAO  22/10/03 11
04 1 1110/03 - NAO NAO  NAO  23/10/03 12
05 1 141003 - NAO NAO  NAO  25/10/03 11
06 1 1510/03 - NAO NAO  NAO  27/10/03 14
07 1 21/09/03 - NAO NAO  NAO  03/10/03 12
08 1 21/09/03 - NAO  SIM NAO  02/10/03 11
09 1 20/08/03 - NAO NAO  NAO  01/09/03 14
10 1 22/08/03 - NAO  SIM NAO _ 04/09/03 13
11 1 0V10/03 - NAO NAO  NAO  12/10/03 11
12 1 0V10/03 - NAO NAO  NAO  14/10/03 13
13 1 0V10/03 - NAO NAO  NAO  12/10/03 11
14 1 0910003 - NAO NAO  NAO  21/10/03 12
% 0%  142% 0% 100% 0%

* Sobrevivéncia derainhas até o 35° dia de
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Tabela 8- Porcentagem de postura, ocorréncia de corte, ocorréncia de interacfes
trofaldticas e sobrevivéncia de rainhas de M. quadrifasciata em col6nias constituidas
por operérias nutridoras.

Datada Datada

Ne| Idade] copula | postura | Postura| Corte || Trofaéxial| Obito | Sobrevivéncia*
01 05 09/09/02 19/09/02 SIM SIM SIM - 35
02 04 11/09/02 23/09/02 SIM SIM SIM - 35
03 03 16/09/02 29/09/02 SIM SIM SIM - 35
04 04 17/09/02 01/10/02  SIM SIM SIM - 35
05 05 17/09/02 30/09/02 SIM SIM SIM - 35
06 04 18/09/02 30/09/02 SIM SIM SIM - 35
07 05 20/09/02 30/09/02 SIM SIM SIM - 35
08 03 21/09/02 02/10/02  SIM SIM SIM - 35
09 05 16/10/02 30/10/02 SIM SIM SIM - 35
10 05 21/10/02 31/10/02 SIM SIM SIM - 35
11 04 21/10/02 03/11/02 SIM SIM SIM - 35
12 05 21/10/02 01/11/02 SIM SIM SIM - 35
13 04 22/10/02 02/11/02  SIM SIM SIM - 35
14 03 22/10/02 06/11/02 SIM SIM SIM 24/11/02 32
| % 100% 100% 100% 7,2% 92,8%

Tabela 9- Porcentagem de postura, ocorréncia de corte, ocorréncia de interacfes
trofaldticas e sobrevivéncia de rainhas de M. quadrifasciata em col6nias constituidas

por populagéo mista.

Datada | Datada ] ‘
N°| Idade] copula || postura || Postura] Corte || Trofaléxia | Obito | Sobrevivéncia*
01 1 24/10/03 08/11/03 SIM  SIM SIM 35
02 1 0810/03 20/10/03 SIM  SIM SIM 35
03 1 27/10/03 08/11/03 SIM  SIM SIM 35
04 1 27/10/03 09/11/03 SIM  SIM SIM 35
05 1 24/10/03 07/11/03 _SIM___ SIM SIM 35
06 1 10111/03 - NAO NAO  NAO  30/11/03 20
07 1 17/11/03 - NAO SIM NAO  27/11/03 10
08 1 31/10/03 13/11/03 SIM  SIM SIM 35
09 1 051103 19/11/03 SIM  SIM SIM 35
10 1 30/10/03 11/11/03 SIM  SIM SIM 35
11 1 21/10/03 04/11/03 SIM  SIM NAO 35
12 1 04/11/03 19/11/03 SIM  SIM SIM 35
13 1 04/11/03 18/11/03 SIM  SIM SIM 35
14 1 04/1103 - NAO NAO SIM 19/11/03 15
% 785% 857%  78,6% 21,5% 78,5%

*Sobrevivéncia derainhas até o 35° dia de obser vacéo
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Tabela 10- Porcentagem de postura, ocorréncia de corte, ocorréncia de interacfes
trofaldticas e sobrevivéncia de rainhas de M. quadrifasciata em col6nias constituidas
por operérias recém-emergidas.

Datada ” Datada

‘ Sobrevivéncia*

N°| Idade] coépula postura | postura || Corte || Trofaléaxial Obito
01 05 27/10/02 26/11/02 SIM__ SIM SIM - 35
02 03 28/10/02 - NAO NAO NAO  10/11/02 13
03 05 28/10/02 - NAO SIM NAO  23/11/02 26
04 05 0810/02 12/11/02 SM _ SIM SIM - 35
05 05  30/10/02 - NAO NAO  NAO  14/11/02 14
06 03  08/11/02 - NAO NAO NAO  18/11/02 10
07 04 08/11/02 - NAO NAO NAO 211102 13
08 04 11/11/02 12/12/02 SIM__ SIM SIM - 35
09 03 11/11/02 - NAO NAO  NAO  22/11/02 11
10 05 11/11/02 NAO NAO NAO 25/11/02 14
11 04 01/10/02 051102 SIM__ SIM SIM - 35
12 05 01/12/02 - NAO NAO NAO  13/12/02 12
13 04 01/12/02 - NAO NAO NAO  16/12/02 15
14 04 09/12/02 - NAO NAO NAO 17/12/02 8
% 28,6% 357% 28,6%, 71,4% 28,6%

* Sobrevivéncia derainhas até o 35° dia de observacgédo
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Fig. 12— Trofaaxia entre rainha recém-copulada e operéria e
operaria nutridora.

Fig. 14- Inspecdo de célula de cria por rainhafisogastrica Fig. 15— Operéria nutridora com o metassoma inserido na célulade cria
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4.4. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho demonstram que, nos tratamentos em que
operarias nutridoras estiveram presentes, estas foram capazes de realizar todas as tarefas
relacionadas com a construcdo de estruturas do ninho (pilares, invélucro, potes de
alimento e células de cria), dois dias ap0ds a introducéo da rainha. Isto corrobora com
trabalhos que indicam que atividades de construcdo e aprovisionamento de células de
cria em M. quadrifasciata (KERR & SANTOS-NETO, 1956), Apotrigona nebulata
(DARCHAN, 1969), M. rufiventris (CECCATO, 1970) Scaptotrigona postica
(SIMOES, 1973) e M. Favosa (SOMMEIJER et al., 1982; SOMMEIJER, 1984) sio
redlizadas por oper&rias nutridoras de uma mesma classe de idade. Estas abelhas
possuem ovarios, glandulas hipofaringeanas e glandulas de cera desenvolvidas (KERR
& SANTOS-NETO, 1956; SAKAGAMI et al., 1963; BEGO, 1974), indicando que,
atividades de aprovisionamento e construcdo de elementos do ninho, sdo realizadas
para elamente.

Conforme DRUMOND et a. (1999), embora a rainha fisogastrica sgja
necessaria para manter a periodicidade de producéo de crias, todos os elementos da
construcdo de células e aprovisionamento permanecem em colbnias encabegadas por
uma rainha virgem. Como descrito no segundo capitulo desta tese, operérias nutridoras
formaram corte e realizaram interacOes trofaldicas com rainhas virgens, padréo
comportamental semelhante ao encontrado para rainhas recém—copuladas. Este
comportamento demonstra que, embora ainda ndo estivessem fisogéstricas, as rainhas
inseminadas conseguiram estabelecer uma relagdo de dominancia parcia. Este
comportamento deve ter facilitado o acesso a nutrientes durante aintroducéo das rainhas
recém-copul adas, garantindo a sua sobrevivéncia durante os primeiros dias de vida.

Interacbes trofaldticas entre individuos de colénias de Meliponini sdo
infrequentes (SOMMEIJER et a., 1985; SAKAGAMI, 1982), todavia, quando as
solicitacdes de alimento sdo feitas durante o POP ou corte (ver segundo capitulo desta
tese), as chances de retorno destas solicitacOes séo maiores (SOMMEIJER et al., 1985).
Contudo, grande parte do alimento adquirido pela rainha ocorre de forma indireta, pela

ingestdo de alimento larval regurgitado nas células de cria por operérias nutridoras ou
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de ovos troficos produzidos por estas operdrias durante o processo de postura e
aprovisionamento (POP) (MICHENER, 1974; SAKAGAMI, 1982; SOMMEIJER &
BRUIJIN, 1994; ROUBIK, 1989). WEBSTER & PENG (1988) sugerem que ovos
troficos sdo mais facilmente assimilados do que o pdlen, e a semelhanca do que ocorre
com aimento larval em Apis mellifera, pode servir para aumentar a fecundidade da
rainha, opinido compartilhada por VELTHUIS et a. (2001).

A secregdo das glandulas hipofaringeanas em Meliponini, mais do que um
componente alimentar, pode ter funcdo enzimatica, facilitando a digestdo do pdlen,
principa fonte de proteina das rainhas (VELTHUIS, 1993). Portanto, recursos
alimentares disponibilizados pelas operéarias nutridoras durante as trofalaxias ou em
células de cria, bem como, manifestacBes de dominancia ritualizada durante as cortes,
podem ter sido responsaveis pelo desenvolvimento ovariano e pela precocidade das
rainhas quanto ao periodo de pré-ovoposicdo. Conforme WHEELER (1996), a
ovogénese em insetos € um processo tipicamente limitado por nutrientes. Esta autora
sdlienta que o fluxo de alimento dentro da col6nia € o principal fator de regulacdo da
fecundidade.

A inexisténcia de interacOes trofalaticas entre operédrias forrageiras e rainhas,
bem como, atividades de construcdo de estruturas do ninho (pilares, invélucro, e célula
de cria), indicam que estas operarias foram incapazes de reativar as glandulas
hipofaringeanas e de cera, visto que estas estruturas estdo degeneradas nestas operarias
(CRUZ-LANDIM & HADEK, 1969; CRUZ-LANDIM & ABDALLA, 2002
FAGUNDES et a., 2006). Portanto, a mortalidade precoce de rainhas, em coldnias
constituidas com populacéo de operarias forrageiras, foi causada, principalmente, pela
privacdo de alimento.

I nteragdes entre operaria—operaria sdo responsaveis pela plasticidade da divisdo
de trabalho com relagdo a necessidades especificas da colénia em Apis mellifera
(HUANG et a., 1998; HUANG & ROBINSON, 1992, 1996) e em formigas cortadeiras
(GORDON, 1989, 1996). Operérias que foram introduzidas como recém—emergidas sO
iniciaram trabalhos com cera trinta dias depois de iniciado o experimento. A ausénciade
interacbes com operarias de outras fases etarias, notadamente de operarias nutridoras,
pode ter contribuido para o retardo na ativacéo desta glandula e pelo desenvolvimento
comportamental tardio, influenciados respectivamente, pela privagdo de nutrientes
(secrecdo glandular) e pela auséncia de contato com operarias mais experientes.
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Como relatado no segundo capitulo desta tese, oper&rias recém—emergidas
raramente formam corte. Este fato pode estar relacionado com ainsipiente atividade das
glandulas hipofaringeanas nesta fase etéria e, como jd mencionado aqui, solicitagdes de
alimento durante a corte e processo de aprovisionamento tém maiores chances de serem
atendidas que em outras ocasides. Desta forma, a privagéo de alimento durante os
primeiros dias de vida das rainhas deve ter causado a maioria das mortes, bem como,
prejudicado a ativacéo ovariana das rainhas e, consequientemente, adiado sua postura.

Em trabalho realizado com M. quadrifasciata, CAMARGO (1976) fez 29
cruzamentos controlados com rainhas, utilizando populacdo de abelhas recém-—
emergidas para a formacdo de colbnias. Destes cruzamentos, apenas 12 rainhas
realizaram postura, ou sgja, 41,3%. O menor tempo para o inicio da postura foi de
dezoito dias e o maior de quarenta e nove dias. Nao foram mencionados resultados
guanto a sobrevivéncia das rainhas. Embora a porcentagem de rainhas que entraram em
postura neste trabalho (41,3%) segja maior do que a por nds encontrada (28,5%),
utilizando operérias recém-emergidas, tudo indica que a autora ndo estabeleceu um
tempo limite para o experimento em questdo. Considerando este fato, inferimos que, se
o tempo limite de 35 dias, estabelecido para o presente experimento, fosse adotado pela
a autora acima referida, e censurdssemos todas as rainhas gque entraram em postura
depois deste limite, teriamos 27, 6% (N=29) de rainhas em postura. Portanto, muito
préximo a porcentagem por nés encontrada.

Em condi¢bes naturais, rainhas de algumas espécies de Melipona realizaram
postura entre cinco e quarenta dias apos a copula (KERR et al., 1962; SILVA et a.,
1972). A grande variacdo no tempo de postura encontrado por estes autores,
possivelmente se deve as flutuagdes ambientais e as condi¢des inerentes a cada coldnia,
como por exemplo, estoque de recursos e perfil demogréfico. Estes fatores podem
facilitar ou dificultar 0 acesso da rainha aos recursos, refletindo, portanto, no seu
potencial reprodutivo.

Embora a escassez de dados ndo nos permita maiores comparagoes, 0S
resultados apresentados neste capitulo de tese, confirmam a hipétese levantada para o
presente estudo. Portanto, a idade das operérias influencia no tempo de pré—oviposicéao,
bem como, a sobrevivéncia de rainhas de M. quadrifasciata em condi¢bes de
laboratério. Além disso, indica que operérias nutridoras, entre as quais, as envolvidas
com o POP, sd0 as mais adequadas para a formacdo de colénias em condicdes de
laboratorio.
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Os resultados verificados nos trés ensaios do primeiro capitulo desta tese,
indicam que oper&ias de M. quadrifasciata, independentemente do status
comportamental, sdo capazes de reconhecer ndo companheiros. Indica também, que o
status comportamental e o grau de experiéncia das operarias modulam o tipo de resposta
agressiva, sendo que, a existéncia de contra-ataques intensifica as agressdes entre os
individuos.

Encontros entre operarias de M. quadrifasciata de diferentes origens e status
comportamental, em espaco neutro, exibem comportamento agressivo assimétrico, indo
datotal rejeicdo (forr X forr) atotal aceitagdo (nut X nut erem X rem).

Os resultados apresentados no segundo capitulo desta tese sugerem que
operdrias forrageiras e nutridoras, em M. quadrifasciata, reagem de forma diferenciada
a presenca de rainhas virgens, ou sgja, em coldnias formadas por operérias forrageiras a
aceitacdo das rainhas virgens € influenciada pela idade, enquanto que, em colénias
formadas por operarias nutridoras, rainhas virgens sdo aceitas independentemente da
idade.

Restricbes de ordem, tanto fisiolégica quanto comportamental, foram
responsaveis pela variacdo encontrada na sobrevivéncia e precocidade de rainhas quanto
a0 periodo de pré-oviposicdo. Estes mesmos aspectos sdo responsavels, também, pela
diferenciacdo quanto a estruturacdo da col6nia e seu desenvolvimento no decorrer dos
experimentos.

Colbnias formadas por operdrias nutridoras ou com populacdo mista
apresentaram os melhores resultados, tanto para o periodo de pré-oviposicdo quanto

para o tempo de sobrevivéncia de rainhas em condicdes de laboratdrio.
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Devido aos varios aspectos aqui abordados, sugerimos que, operarias nutridoras
s80 as mais indicadas para a formagdo de colénias em condi¢fes de laboratério. Operérias
desta fase etéria estdo mais susceptiveis a interagdes trofadticas com rainhas recém-
introduzidas, 0 que garante a sua sobrevivéncia durante os primeiros dias de convivéncia. A
formacdo de corte por estas operdrias, durante a introducéo das rainhas, indica que, durante
esta fase, a rainha estabelece a sua dominancia com mais facilidade, uma vez que, este
comportamento foi raramente observado em operérias de outra classe comportamental.
Operérias nutridoras foram as Unicas capazes de redizar todas as tarefas intranidais,
permitindo a estruturacdo e crescimento das colénias mantidas em condicbes de
confinamento.

Embora, o periodo médio de pré-oviposicdo verificado em colénias com
populagdo mista ndo seja muito diferente dos encontrados para colénias formadas com
populacdo de nutridoras, a mortalidade de rainhas neste tratamento foi mais elevada. Além
deste aspecto, a utilizagdo de populacéo mista para formac&o de coldnias em condicdes de
laboratério ndo € apropriada, devido ao ato custo impingido as colbnias doadoras, ja que,
sO é possivel formar tais coldnias se forem utilizadas operarias forrageiras e nutridoras de
mesma origem.

A tilizagdo de operérias recem-emergidas para a formagdo de colbnias, em
condicdes de laboratério, também ndo € apropriada, porqué, além dos custos impingidos as
coldnias doadoras de discos de cria, operarias recém-emergidas sdo privadas do contato
com individuos de fases etarias mais avancadas. Esta privagdo pode levar ao
desenvolvimento comportamental tardio e, possivelmente, ao retardo da ativacdo das
glandulas exdcrinas destas operérias. Como consequiéncia, durante as primeiras semanas de
vida, rainhas introduzidas em colénias com operérias recém-emergidas sofrem devido as
restri¢cdes alimentares, ja que necessitam do alimento glandular produzido pelas operérias e
obtido através de interacdes trofaldticas ou das células de cria.

Embora algumas pesquisas indiguem que operarias forrageiras sejam capazes de
reverter o status, tanto comportamental quanto fisioldgico, a depender da necessidade da

colOnia, isto ndo ocorreu em condi¢des de confinamento. Portanto, a incapacidade desta
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fase etéria de alimentar a rainha ou realizar qualquer tarefa intranidal, inviabiliza a sua
utilizacdo em experimentos que envolvam a formagdo de coldnias em condi¢bes de
laboratorio.

Em suma, embasado nos conhecimentos anteriores e de posse dos dados
acrescentados por esta tese, foi possivel desenvolver um novo método de formagdo de
colbnias de Melipona quadrifasciata em condi¢des de laboratorio. Método este, que
possivelmente podera ser adaptado para a formacdo de colénias de outras espécies de
Méliponini. Portanto, mais uma ferramenta Util em programas de conservacdo, tornando
viaveis projetos de reintroducdo de espécies do género Melipona ameagadas ou que tenham
suas populacdes sujeitas a endogamia, uma vez que, possibilita a producdo de rainhas
fisogéstricas em tempo reduzido, tornando possivel a prética de permuta de rainhas entre
meliponicultores e/ou institutos de pesquisa. Outro aspecto a ser salientado, se refere ao uso
desta espécie como polinizadores de cultivares comerciais, devido a possibilidade de
multiplicacBo em condi¢es de laboratério, evitando assim, a coleta indiscriminada e

predatéria de colnias de M. quadrifasciata em seu ambiente natural.
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