GEISYANE FRANCO DA LUZ TEIXEIRA

PRODUCAO DE CELULAS DE CRIA E O PROCESSO DE
APROVISIONAMENTO E OVIPOSICAO EM Plebeia lucii MOURE, 2004
(HYMENOPTERA: APIDAE: MELIPONINI)

Dissertacdo apresentada a Universidi
Federal de Vigosa, como parte d
exigéncias do Programa de P¢
Graduacdo em Entomologia, pa
obtencéo do titulo delagister Scientiae

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade Federal
de Vicosa - Campus Vicosa

T

Teixeira, Geisyane Franco da Luz, 1989-
T266p Produgdo de células de cria e o processo de aprovisionamento e
2016 oviposi¢do em Plebeia lucii Moure, 2004 (Hymenoptera: Apidae:

Meliponini) / Geisyane Franco da Luz Teixeira. - Vigosa, MI, 2016.
x, 57f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: José Eduardo Serrio.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: £.52-57.

1. Abelha sem ferrdo. 2. Plebeia lucii. 1. Universidade Federal de
Vicosa. Departamento de Entomologia. Programa de Pos-graduacdo

em Entomologia. II. Titulo.

CDD 22. ed. 595.79




GEISYANE FRANCO DA LUZ TEIXEIRA

PRODUCAO DE CELULAS DE CRIA E O PROCESSO DE
APROVISIONAMENTO E OVIPOSICAO EM Plebeia lucii MOURE, 2004
(HYMENOPTERA: APIDAE: MELIPONINI)

APROVADA: 22 de fevereiro de 2016.

Dissertagdo apresentada a Universidi

Federal de Vicosa, como parte d
exigéncias do Programa de P¢
Graduacdo em Entomologia, pa

obtencao do titulo delagister Scientiae

Lucio Antonio de Oliveira Campos

Maria Augusta Lima Siqueira

José Eduardo Serrao
(Orientador)



A Edilberto dos Anjos Teixeira, meu “melhor amigo menino” e

expressao viva de Jodo 15.13 e a toda minha familia.

Dedico



“... e se clamares por inteligéncia, e por entendimento al¢ares a voz,
sebuscares a sabedoria como a prata e como a tesouros escondidos a procurares,
entdo, entenderas o temor do Senhor e acharas o conhecimento
de Deus.” (Provérbios de Salomao 2:3-5)



AGRADECIMENTOS

A Deus por permitir que eu continuasse a conhecer e questionar coisas
maravilhosas e instigantes. Estudar a vida me mostra diariamente o quanto eu

subestimo o Seu poder e criatividade.

A minha familia, especialmente & vové Luiza Franco, mamae Marta Franco,
manas Giselle Ramos e Cristiane Oliveira, cunhados Lewnardo Oliveira e Diego
Ramos, sobrinhos Carlos Miguel e Rodrigo, por todo o apoio na vida e nos estudos,

mesmo a 2.700 km de distancia.

Ao meu marido, Edilberto Teixeira, pelo incentivo para eu ingressar na pos-

graduacdo e por ter deixado quase tudo pra tras para me apoiar no processo.

A Universidade Federal de Vicosa e ao Programa de Pés-Graduacdo em

Entomologia pela exceléncia.
A CAPES pela concesséo da bolsa.

Ao Prof. José Eduardo Serrao pela orientagdo e exemplo de profissionalismo e
eficiéncia.
Ao Prof. Lucio Campos pelos conselhos, atencao, artigos, colénias e exemplo

vivo de que ler nunca € demais.

Ao Prof. Weyder Santana pela atencao, artigos, troca de ideias e solicitude no
empréstimo dos materiais necessarios pra realizacédo das filmagens e disponibilizacao

de outros materiais e espaco no Apiario Central.

Aos técnicos do Apiario Central: iris Stanciola, Geselmino Correia (Lulu),
Geraldo Paiva (Cabrito), Geraldo Ferreira (Seu Ferreira), Anténio Alves (Toninho
Alves) e Antdnio Araujo (Toinho Gaiola) pelo apoio, atencdo, café e conversas. Sem

vocés teria sido trancada mais vezes naquela salinha das plebeias.

Ao laboratério de Ecotoxicologia na pessoa do Prof. Raul Narciso Carvalho
Guedes pela disponibilizacdo do sistema de radiografia, e a Nelsa Guedes e Conrado

Denadai pela solicitude e atencdo na obtencdo das imagens.
A Luis Carlos Martinez pelo apoio na andlise dos dados.

As Profas. Lenira Lacerda e Gisele Azevedo pelos conselhos em decisdes
importantissimas para meu desempenho profissional e académico. Suas influéncias

sobre mim serdo para sempre.



A Raissa Santana pelo apoio e amizade desde a graduacdo, de S&o Luis a

Vicosa, a sua parceria tornou tudo mais divertido, possivel e ratidico.

Aos amigos do Laboratério de Ultraestrutura Celular e Apiario Central pelo

apoio.

Aos meus amigos Andréa Dias, Litdes Campos, Adriana Santos, Paula Cristina
Bezerra, Aline Barros, Alinne S&, Agostinho Pereira, Daniella Corréa, Cristiane
Marques, Eridiane Moura, Quezia Mendes, Samuel Mendes, Amanda Balbino, pelo

companheirismo e amizade que levarei para a vida toda.

Aos meus pastores Paulo e Francisca Canavieira, e Oseas e Joceli Valadares

pelas intercessdes, conselhos e amizade.

A mim mesma, por ter sobrevivido a saudade e as pressdes internas e externas.

E importante ver que ainda estou aqui ao fim desta etapa.



Vi
BIOGRAFIA

GEISYANE FRANCO DA LUZ TEIXEIRA, filha de Marcos A. M. da Luz e
Severina Marta S. Franco, neta de Luiza Maria de S. Franco, casada com Edilberto dos
A. Teixeira, nasceu em 28 de abril de 1989 em S&o Luis, Maranhdo. Estudou nas
escolas Jardim Escola Génesis, Unidade de Ensino Basica Professor Nascimento de
Moraes, Escola Comunitaria Pequeno Operério e Escola Supremo Redentor onde cursou
o Ensino Fundamental. Em 2005, ingressou para o Centro de Ensino Liceu Maranhense
onde concluiu os dois ultimos anos do Ensino Médio. Em 2007.2, ingressou no curso
Ciéncias Biologicas na Universidade Federal do Maranhdo (Campus Bacanga) onde
obteve o titulo de bacharela e licenciada em abril de 2013. Em 2014.1, ingressou no
Programa de Pdés-Graduacdo em Entomologia na Universidade Federal de Vigosa
defendendo dissertacdo de mestrado em fevereiro de 2016.



Vi

SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt e ettt et st essae e eeeeeas DX
ABSTRACT ..ottt ettt e ettt et et e et e et et e et e ts s tese et eseete et ate e eaeenetestesseaereseens X
INTRODUGAO ..ottt ettt ettt et e sttt e et et eer et e aeetesteereaneens 01
MATERIAL E METODOS ....ooviiiiieeeiteee et ettt n st en st eaane e, 05
2.1 ABELHAS ...ttt ettt 05
2.2 OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS ....ccoiiiece et 05
2.2.1 ColONnia Com raiNNa.......ccceiveiiiiee e e eens 07

2.2.1.1Eventos do Processo de Aprovisionamento e Postura (POP)... 08

2.2.2 Determinacgao da idade de OpPerarias.........cccccoueuvveeeeeeiiiiiineeenennnne 08
2.2.3 COolONIia Orfa.......eeieieiiiiiiiiee e 09
2.3 SELEGAO DE COLONIAS PARA ANALISE DOS DADOS ......cccccovrvenne. 10
2.4 ANALISE DE CELULAS POR MEIO DE RADIOGRAFIAS .........ccccveuve.... 11
2.5 ESTATISTICA ..ottt 11
RESULTADOS ..ottt e e e e e e e e e e et e e e et e e e aaaeeeaanns 12
3.1 COLONIA COM RAINHA .....cooiiiiteceeteeeee ettt eaenaans 12
3.1.1 Comportamentos ndo envolvidos N0 POPR............cccccceeiiiiieeeeeeenn, 14
3.1.2 ConsStrugao de CEIUIAS.........eeeiiiiiiiiiiiiie e 14
3.1.3 Comportamento antes do aprovisionamentQ.............cceeevvevennnnne 15
3.1.4 Aprovisionamento, oviposicao da rainha e operculacaa............ 16
3.1.5 OVOS trOfICOS....ciiiiiiiieee et 18
3.2 COLONIA ORFA ..ottt 19
3.2.1 Producédo de células auxiliareSACA) .....cocueeeeieeiiiiiiiieee e 19
3.2.1.1Eventos da Adicao de Célula Auxiliar (ACA) ........cceevvvvvvrnnnns 20
3.2.1.2Raios-X de células auxiliares .............cceeeviivvriiiiiiiiiiieeceeee e 26

3.2.2 Producdo de células para aprovisionamento e postura por

operarias em colonias Orfas (POPW)..........uuveivieiiiiiiiiiiiiiiis 29
3.3 POP € ACA e e naeeas 34
DISCUSSAOQ. ...ttt ettt sttt et s s e s e s e 36
4.1 COLONIAS COM RAINHA ... ..ottt 36
4.1.1 Comportamentos ndo envolvidos N0 POP...............cccciiviiiiieeneen. 36
4.1.2 ConsStruGao de CAIUIAS...........uuiiiiee i 38
4.1.3 Comportamento antes do aprovisionamenta.................eeeeeennnnnnn. 39

4.1.4 Aprovisionamento, oviposi¢ao da rainha e operculacgaa............ 40



5
6

4.1.5 POStUra POI OPEIAIAS. .. .uuuuurriiiiiiiiiiiiiitiataaeeeaeaaeeessasssennnererreeeeeeeeeees 43
4.2 ADICAO DE CELULAS AUXILIARES (ACA)....coceovieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenns 44
R R =0 ] =3 = o N 47
4.4 PRODUCAO DE CELULAS PARA APROVISIONAMENTO E
POSTURA POR OPERARIAS EM COLONIAS ORFAS (POPW) ................ 48
(070N (o] U1 7Y 10U 51

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



RESUMO

TEIXEIRA, Geisyane Franco da Luz, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro
de 2016Producao de células de cria e o processo de aprovisionamento e oviposi¢ao
em Plebeia lucii Moure, 2004 (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) Orientador: José
Eduardo Serréo.

Comportamentos como 0s processos de aprovisionamento de célula de cria com
alimento e postura de ovos pela rainha (POP) e o de oviposicdo por operarias séo
utilizados para andlises comparativas entre espécies de abelhas sem ferrdo (Meliponini).
A producéo de novas rainhas através da adicdo de célula auxiliar a outra célula de cria
pré-existente foi relatada para espécies de Meliponini, 0 que pode contribuir para estas
analises. Este estudo descreve os comportamentos de construcdo e aprovisionamento de
células de cria e auxiliar em sete col6nias’tibeia luciiMoure (Apidae: Meliponini)
inicialmente com e, posteriormente, sem raif®s.resultados mostram que o POP em

P. lucii € Predominantemente Singular e ndo envolve atos agressivos e hipndticos que
caracterizam o género. A operculacdo € feita desde o inicio sem radt@gabouve
alimentacdo da rainha por trofalaxis ou ovos trofi€bdonias 6rfas produziram altas

taxas de células auxiliares. Estas construcfes fdifementes do observado no mesmo
processo em outras espécies ou da simples perfuracdo de célula vizinha o que pode
indicar origem independente deste comportamento. Dois tipos de ovos (funcionais e
troficos) foram colocados, por operarias em colonias 6rfas, com oofagia, apenas, de
ovos troficos. Células auxiliares e aquelas construidas durante o POP foram operculadas
mesmo na auséncia de postura enquanto que células construidas e aprovisionadas por
operarias em colbnias orfas foram imediatamente esvaziadas quando a oviposicdo nao
foi realizada.Plebeia luciiapresentou diferencas das demais espécies do género nos
aspectos comportamentais de padrao de postura do POP, reacao hipnoética por operarias,
modo de alimentacdo da rainha, forma de operculacdo das células, reproducéo por
operarias e modo de producdo de rainhas. Posturas de dois tipos de ovos por operarias
em colbnias 6rfds indicam sé@. lucii uma espécie promissora para estudos de
mecanismos de ativacdo de ovarios e producdo de ovos troficos e funcionais por esta
casta. As descri¢cdes apresentadas podem ser Uteis para novos estudos filogenéticos com

caracteres comportamentais mais detalhadoB.dutii.



ABSTRACT

TEIXEIRA, Geisyane Franco da Luz, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2016.Brood cell production and the provisioning and oviposition inPlebeia lucii
Moure, 2004 (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) Adviser: José Eduardo Serréo.

The cell Provisioning and Oviposition Process (POP) and oviposition of workers of
stingless bees (Meliponini) are complex behaviors that provide elements for
comparative analysis in taxa. Rearing of new queens by the auxiliary cells addition by
workers in Meliponini species can contribute to these analyses. In this study, the
behavior of construction and provisioning of brood and auxiliary cells was described in
seven colonies dPlebeia luciiMoure (Apidae: Meliponini) in presence of queen and
gueen less condition. The results showed tha®.iducii the POP is predominantly
singular and doesn’t display aggressive and hypnotic acts that characterize the genus.

The operculation occurs since the beginning without rotation. There was no nutrition for
the queen by trophallaxis or trophic eggs. Orphan colonies had high rates of adding
auxiliary cells. The auxiliary cell addition iR. lucii involves specific behavioral
sequences which building were different than other species or just drilling neighbor
cells. Workers laid two types of eggs (functional and trophic) with oofagia of only
trophic eggs. Provisioned male cells were closed when they received.edlgry

cells and those built during the POP were operculated in the oviposition failure while
cells built and provisioned by workers in orphaned colonies were immediately emptied
when oviposition was not performe@lebeia lucii showed differences from other
species of the genus in behavioral aspects of the POP standard posture, hypnotic
reaction by workers, the queen's feeding, cells operculation, reproduction by workers
and queens production. Posture of the two types of eggs by workers in orphaned
colonies indicates tha. lucii like promising species for studies of ovarian activation
mechanisms and production of trophic and functional eggs by this caste. These
descriptions may be useful for new phylogenetic studies with more detailed behavioral

characters . lucii.



1. INTRODUCAO

A producdo de novas células de cria em Meliponini envolve uma sequéncia
comportamental complexa conhecida por processo de aprovisionamento e oviposicao
(POP). Este processo possui caracteristicas universais e comportamentos espécie-
especificos, Uteis para andlises comparativas e reconstrucao filogenética em abelhas sem
ferrao (Apidae: Meliponini) (DRUMOND et al. 2000; NOLL & ZUCCHI 2010). Nele
ocorre a construcdo e aprovisionamento massal das células de cria por operarias,
seguido por postura pela rainha e operculacéo pelas operarias. O padrédo geral do POP
apresenta periodos longos de construcdo alternados por curtos periodos de
aprovisionamento, postura e fechamento de células (SAKAGAMI & ZUCCHI;1963
SAKAGAMI et al.1965.

Rainhas de abelhas sem ferrdo sdo as principais reprodutoras e
morfologicamente especializadas na postura de ovos, mas operarias podem ativar os
ovarios e realizar postura. Operarias colocam ovos haploides funcionais (originam
machos se colocados dentro de células de cria com alimento) ou tréficos (servem de
alimento para a rainha e operarias) (SAKAGAMI et al. 1963; BEIG 1972; LACERDA
& SIMOES 2006). Ovos de operarias podem variar, entre si e entre os provenientes da
rainha, em funcdo (reprodutiva ou alimentar) e morfologia (formato, coloracao,
distribuicao de vitelo, tamanho, nimero de orificios da micrépila e presenca ou auséncia
de reticulo coriénico) (KOEDAM et al. 2001; LACERDA & SIMOES 2006; PEREIRA
et al. 2006).

As diferentes espécies de Meliponini variam quanto a capacidade das operarias
em ativar os ovarios e realizar posturen Erieseomelittalhering (SAKAGAMI et al.
1963; ZUCCHI et al. 1999; CRUZ-LANDIM 2000) Betragonula carbonarigSmith
(NUNES et al. 2015) operarias ndo ativam ovarios. LlEEmrotrigona muelleriFriese
ocorre ativacdo de ovarios apenas em orfandade (SAKAGAMI & ZUCCHI 1974;
CRUZ-LANDIM 2000). Ha espécies nas quais apesar de haver ativacdo, operarias nao
realizam postura, comem Trigona cilipes cilipesFabricius (SILVA-MATOS et al.
2006). Outras colocam apenas ovos tréficos, comdGewtrigonna mombuc&mith
(LACERDA et al. 1998; LACERDA & ZUCCHI 1999). Em muitas espécies, ovos
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troficos e funcionais sdo colocados frequentemente mesmo na presenca da rainha, como
em Scaptotrigona posticaatreille (BEIG 1972; BEGO 1982; LACERDA et al. 2010).

Em Meliponallliger (Apidae: Meliponini), rainhas e operarias se desererlv
em células de cria do mesmo tamanho, sendo diferencas genéticas das larvas e de
qualidade do alimento responséaveis pelo desenvolvimento diferenciado de cada casta
(MICHENER 1974; JARAU et al. 2010; SCHWANDER et al. 2010). Nos demais
géneros de abelhas sem ferrdo, as rainhas se originam, normalmente, de larvas que
receberam maior quantidade de alimento que as que originam as operarias e 0s machos

(determinacao tréfica de castas).

A maior quantidade de alimento pode ser conseguida por dois processos. No
primeiro, rainhas sao produzidas em células construidas maiores que as de operarias
(células reais ou realeiras). No segundo, uma larva criada em uma célula de tamanho
igual aquelas nas quais operarias se desenvolvem, apds consumir o alimento de sua
célula, pode perfurar uma contigua a sua e consumir ali alimento estocado, alimentando-
se com o dobro de alimento em relacdo ao consumido por uma larva de operaria
(ENGELS & IMPERATRIZ-FONSECA 1990; HARTFELDER et al. 2006).

Em L. muelleri e Austroplebeia australigriese a producédo de rainhas, em
qualguer condicao da col6nia, pode ser realizada através da perfuracao de paredes entre
quaisquer células vizinhas (TERADA 1974 apud TEIXEIRA 2007; TEIXEIRA 2012).
Larvas de Frieseomelitta varialLepeletier e Frieseomelitta languidaMoure, em
colbnias orfas, perfuram células especificas que séo adicionadas a outras preexistentes.
A célula adicionada é denominatt&lula auxiliar” e se caracteriza por conter alimento,
nao receber postura e ter alimento extra para a larva da célula adjacentd I(fFA&E
al. 2002; FADIL et al. 2012).

Em Plebeia luciiMoure eFrieseomelitta silvestriFriese ha producdo de rainhas
pela adicdo de células auxiliares tanto em colonias 6rfds como em colénias com rainha.
Na primeira, apenas células com larvas em idades especificas que estejam no final da
fase de alimentacdo e que ainda nao tenha iniciado a defecagcao, sdo escolhidas para
receberem a célula auxiliar (TEIXEIRA 2007; 2012).



Todas estas espécids tuelleri, A. australisF. varia, F. languida, P. lucie F.
silvestrii) possuem em comum o fato de suas células de cria ser dispostas em cacho. No
entanto, comportamento de perfuracéo de célula contigua foi recentemente descrito para
T. carbonariaque dispbem seus favos em espiral, mas modificam para a disposi¢céo
irregular quando sem rainha. Em colbnias 6rfas operéarias adicionam célula auxiliar a
outra célula de cria preexistente, sendo aquela caracterizada por ter tamanho semelhante
ao de uma realeira e ndo possuir postura. A larva perfura a parede entre as duas e
consome o alimento adicional. Mudancas na disposicdo das células de cria para um
formato mais aberto deve-se, provavelmente, a um epifendmeno pela necessidade das
abelhas em consirucélulas de rainha com uso de células auxiliares (NUNES et al.
2015).

Tetragonula carbonari@ A. australiscompartilham o fato de possuirem células
anexas diferenciadas no tamanho em relagidemais células de cria o que ndo é
observado enklebeiaSchwarze Frieseomelitta Em T. carbonariaas células grandes
nunca recebem postura, uma vez que as operarias hdo ativam 0s ovarios mesmo em
colénias 6rfas, enquanto que e australis estas células s6 ndo recebem postura

enquanto as operarias ndo ativam os ovarios (NUNES et al. 2015; TEIXEIRA 2012).

Se o comportamento de construcdo de célula de rainha for considerado como
homologo nas filogeograficamente distantesnuellerj T. carbonariae A. australis
nas quais as larvas perfuram uma célula vizinha, entadé ®lmais provavel estado

ancestral da producao de rainhas em abelhas sem ferrdo (NUNES et al. 2015).

Os mecanismos trofogenético ou trofico de determinagéo de castas ndo explicam
a formagdo de rainhas miniaturas ou ands em nove espécies de Meliponini, sendo seis
delas espécies dPBlebeia Estudos ja verificaram que, rainhas miniaturas podem
estabelecer novas colonias e apresentar taxas de postura semelhantes as de rainhas d
maior tamanho (RIBEIRO et al. 2006a; 20p6b

Embora com flutuacbes sazonais, colbnias de Meliponini normalmente
produzem novas rainhas o ano inteiro, as quais podem substituir a rainha estabelecida,
enxamear acompanhada por algumas operarias, ser mortas ou mesmo permanecer em

celas de aprisionamento dentro da colbnia por tempo indeterminado (MICHENER



1974; IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI 1995; RIBEIRO et al. 2003; RIBEIRO et
al. 2006a).

Colbnias deApis melliferaLinnaeus (Apidae: Apini) produzem rainhas apenas
em periodos de formacdo de colbnias filhas ou perda da rainha estabelecida. Essa
producao envolve a escolha de larvas jovens em idade especifica que passam a receber
por¢des extras de geleia real, resultando na produgdo de “rainhas de emergéncia” (FELL
& MORSE 1984). Isto é possivel porque larvas dessa abelha recebem alimentacao
progressiva e a célula de cria permanece aberta durante a maior parte do periodo de
alimentacéo larval (MICHENER 1974).

Em abelhas sem ferrdo, a selecdo de larvas para se tornarem rainhas em
situacdes de orfandade era considerada improvavel devido ao aprovisionamento massal
da cria, a célula permanecer fechada durante todo o desenvolvimento larval e a forte
desorganizacao socio-comportamental, normalmente, registrada em colénia sem rainha.
No entanto,F. varia, P. lucii e T. carbonariaproduzem rainhas de emergéncia pela
adicdo de células auxiliares (FAUSTINO et al. 2002; TEIXEIRA 2007; NUNES et al.
2015).

AbelhasPlebeia sdo pequenas (trés a seis milimetros de comprimento) com
marcas claras ou amarelas na face e torax (MICHENER 2803)eia lucii mede
aproximadamente 3,00 mm e possui células de cria dispostas em forma de cacho
(MOURE 2004).

Em espécies de Meliponini ainda néo estudadas, pesquisas sobre os ritualizados
processos comportamentais envolvidos na producédo dea@isvacdo dos ovarios de
operarias, o processo de substituicho de rainhas, entre outros, contribuem para
discussbes sobre evolucéo e determinacdo de castas no referido grupo. Neste contexto,
este estudo investiga aspectos reprodutivos de coléniasldeii através da descrigéo
dos processos comportamentais envolvidos na producao de novas rainhas, atividades de

postura por operarias e POP.



2. MATERIAL E METODOS

2.1 ABELHAS

Sete colbnias dB. lucii mantidas no Apiario da Universidade Federal de Vigosa
e acondicionadas em caixas de observacédo de madeira com dimensdes variadas (9 x 12
X 7,5cm; 16 x 16,5 x 6,5 cm; 11,5 x 14 x 7 cm) e tampa de vidro, foram mantidas em
sala fechada (24° - 28°€xonectadas a parede por tubo plastico de modo que permitia
livre acesso das abelhas ao ambiente externo. As colbnias foram regularmente
alimentadas com mel puro de melliferae pélen deF. varia ou Friesella schrottkyi

Friese.

Foram utilizadas as colonias S/N3, PL6, PL48, PL37, PL57, FR1-29 e PL56
doravante denominadas, respectivamente, colonias |, Il, lll, IV, V, VI e VII. O critério
utilizado para escolha das colonias foi presenca de quantidades de alimento estocado e

de células de cria.
2.2 OBSERVACOES COMPORTAMENTAIS

As mesmas coldnias foram acompanhasladuas diferentes etapas, iniciadas
sucessivamente no menor espacgo de tempo possivel para evitar influéncias de variacdes
ambientais. Na primeira etapas colonias foram monitoradas sem sofrer qualquer
manipulacdo, enquanto que a segunda foi realizada apds a retirada da rainha
fisogastrica. Os periodos foram demarcados pelo inicio da observacdo de processos de

aprovisionamento e postura (POP) em uma colbnia (Fig. 1).

Registros comportamentais foram feitos em observacfes diretas a intervalos
variaveis para deteccdo da construcdo de célula auxiliar. Uma vez detectada, esta foi
observada diretamente e registrada em video (Sony Handycam modelos DCR-DVD610
e DCR-TRV460 com lentes de amento). As observacdes diretas e algumas filmagens
foram feitas com luz branca e as col6nias permaneceram em auséncia de luz nos

intervalos. Filmagens foram feitas, também, em modo NIGHTSHOT.

Em toda as observacfes de comportamentos envolvendo construcdo de células,
registrou-se a fase de construcdo em que a célula se encontrava quando comecgou a ser

acompanhada (Fig. 2).



Periodo 4

Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3 .. Periodo 7

Colonia orfa
(ACAe
POPw)

Colonia com I Colonia orfa Colonia orfa I Colonia orfa
rainha (ACA e (ACA e (ACA e
(POPe ACA) POPw) POPw) POPw)

Colonia com Colonia orfa I Colonia orfa Colonia orfa
rainha (ACAe (ACA e
(POPe ACA) POPw) I POPw)
Colonia com I Colonia orfa Colonia orfa
. 1* Etapa minha (ACA e (ACA e
(POPe ACA) I POPw) POPw)
. 2% Etapa e
Colonia com . Colonia orfa
. Colénia rainha I (ACAe
(POPe ACA) POPw)

Figura 1- Periodos de observacdo iniciados sucessivamente em sete colonias de
Plebeia luciie composto por duas diferentes etapas (12 etapa: com rainha; 22 etapa: sem
rainha). (POP): Processo de Aprovisionamento e Postura; (ACA): Processo de Adigcédo

de Célula Auxiliar; (POPw): Processo de Aprovisionamento e Postura por operarias em

colbnias orfas. A 12 etapa durou por dias suficientes para obtencdo de nimero minimo
de POPs, enquanto a 22 etapa durou até o fim da realizacéo do estudo.

Figura 2— Classificacdo adotada para as fases de construgdo de células de cria em
colénias dePlebeia lucii.Fase 1: inicio da construcdo; Fase 2: meio da construcao; Fase
3: final da construcéo.
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2.2.1 Colbdnia com Rainha

Nesta etapa experimental, denoada “Colénia com Rainha”, registrou-se
aspectos comportamentais relacionados ao processo de aprovisionamento e postura
(POP) e construcdo de célula auxiliar. As colénias foram monitoradas por cerca de 8
horas diérias e os registros foram feitos apenas quando atividades relacionadas ao POP e
célula auxiliar se iniciavam. A colbnia VII perdeu sua rainha apOs inicio das

observacdes e, por isto, nela ndo houve registro de POP (Tab. 1).

Tabela 1- Total de dias de monitoramento e tempo de filmagem para registro de
Processos de Aprovisionamento e Postura (POP) em seis col6Riabeia lucii

Colbénia Periodo de observacdo ¢ Dias de Tempo de
POP observacéo filmagem
I 29/01 a 06/02/15 08 1h1l4min15s
I 25 a 29/02/15 04 42 min 31 s
1 12 a 14/03/15 02 1h23min39s
\Y] 22/04 a 05/05/15 13 21 h25min 35 s
Vv 21/02 a 01/04/15 39 50 min 36 s
VI 06 a 13/05/15 07 16 h 47 min 09 s
Total 43 h 57 min 05 s

N&o houve qualquer manipulacdo das colbnias, exceto pelo bloqueio, em alguns
casos, das atividades de forrageio das campeiras, e todas foram mantidas nas caixas
originais. Algumas col6nias pararam seus POPs enquanto estavam sendo monitoradas e,
nos casos em que a atividade de forrageio estava sendo impedida, as colonias foram
colocadas para fora da sala de observacéo para as entradas serem liberadas. Algumas

filmagens foram feitas nestas condi¢des (temperatura ambiente).

Registros diretos a cada 10 minutos eram realizados a partir do momento em que
atividade de operarias nas células em construcédo era detectada e se seguiam até que
alguma das células estivesse na fase final da construcdo. Os registros entdo passaram a
ser feitos através de filmagens até o fim da fase de operculacdo. Filmagens continuas

incluindo periodo extraoviposi¢ao foram realizadas apenas nas coldnias IV e VI.



No minimo dois POPs foram registrados por col6nia e ndo houve exigéncias em
relacdo ao um nimero minimo de construcdo de célula auxiliar nesta etapa, uma vez que
€ um evento mais raro ou dificil de ser observado em colénias com rainha e com as

células de cria sobrepostas.
2.2.1.1Eventos do Processo de Aprovisionamento e Postura (POP)

As definicdes e terminologias dos eventos do processo de aprovisionamento e
postura de células utilizadas neste estudo seguem o proposto por SAKAGAMI &
ZUCCHI (1974) com algumas modificacdes sugeridas posteriormente por DRUMOND
et al. (1997).

Neste estudo foram feitas as seguintes modificacbes nas nomenclaturas
classicas: 1- Denominou-s#ase de @Gnstru¢do” o momento desde a detecgdo de
atividade de operérias na construcédo células até o inicio da Esgeles€arga; 2A
Subfase de Pds-descarga incluiu a Inspecao/ingestao de Alinmeatoez que err.
lucii mesmo aposa Inspecaamais regurgitacdes ocorean 3- A inspecao e postura
foram medidas separadamente; 4- Cololucii ndo opercula a célula através de

rotacao, foram delimitadas as SubfadeBré-operculacao e Operculacao Principal.

Além da duracéo dos eventos do POP, registrou-se também o namero de:

% Operarias envolvidas na construcédo das células a cada 10 minutos;
+ Insercdes de rainhas e operarias na fase de pré-aprovisionamento;
¢ Operarias inserindo-se na célula no periodo de descarga;

+ Operarias no inicio, meio e fim da operculacéo.
2.2.2 Determinacao da idade de operarias

Apoés o registro minimo de POPs em cada colbnia, células de cria com pupa
foram retiradas e colocadas em placas de Petri com algumas operarias nutridoras
mantidas & temperatura controlada (24°-28 °C). A medida que emergiram as abelhas
adultas foram marcadas com tinta guache de modo que os padrdes de cores foram

usados para identificacdo da idade dos individuos.



2.2.3 Colbnia Orfa

Apos o registro de POPs e marcacéo de cerca de 20 operarias, a segunda etapa
foi iniciada, sucessivamente, em cada colonia pela retirada da rainha fisogastrica para
estimular a producdo de rainhas de emergéncia e postura por operarias. Nela foram
feitos registros dos aspectos comportamentais relacionados ao Processo de Adicao de
Célula Auxiliar, doravante denominado ACA, e ao processo de construcdo de célula
para postura por operarias, aqui denominado PC®waviGioning and Oviposition
Process by WorkeysAs colonias foram transferidas para caixas maiores (16 x 16,5 x
6,5 cm), as células de cria espalhadas para facilitar a observacao das atividadss sobre a

células de cria e as operarias marcadas inseridas em suas respectivas colénias oOrfas.

Rainhas virgens encontradas em celas de aprisionamento foram transferidas para
solucéo de Zamboni (STEFANINI et al. 1967) e casulos reais existentes foram setirado
e mantidas em placas de Petri, a 24°-28 °C, até emergéncia das rainhas que foram

fixadas em Zamboni.

Nesta etapa, 12h42min30s de filmagens foram realizadas e cada colonia
monitorada durante oito horas diarias por mais que 50 dias, com excecado a colbnia VI
devido ao encerramento das observacdes por causa da reducdo natural na temperatura
ambiente (Tab. 2). A col6nia IV ndo passou para a segunda etapa experimental e foi

fonte de dados apenas para caracterizacao geral do POP.

Registros diretos foram realizados a cada 10 minutos a partir do momento em
que atividade de construcdo de células era detectada. A partir da fase de
aprovisionamento 0s registros o passavam a ser atraves de filmagens até o fim da fase
de operculacdo. A possivel construcdo de célula auxiliar era indicada por grande
movimentacdo de operarias sobre uma célula de cria fechada e/ou manipulacdo da cera

por operarias de modo a formar uma concavidade.

O numero de novas células auxiliares era monitorado diariamente. As rainhas
fisogastricas retiradas fundaram colbnias cujas células novas foram retiradas e inseridas
nas respectivas col6nias orfas quando néo dispunham mais células de cria para possivel

adicao de célula auxiliar.



Tabela 2— Total de dias de monitoramento e tempo de filmagem para registro de
Processos de Adicao de Célula Auxiliar (ACA) em seis coloni&eteeia lucii

Colénia Periodo de observagé Dias de Tempo de
de ACA observacédo filmagem
I 21/02 - 26/05/15 97 2h27min40s
Il 11/03 - 26/05/15 76 3h1l4 min32s
" 12/09 - 28/10/14 46 2h21mind4s
18/03 - 26/05/15 69 2h 25min 50 s
\ 02/04 - 26/05/15 55 24s
VI 24 - 28/10/14 04 -
19 - 26/05/15 07 2h12mini 20 s
Vi 10/03 - 26/05/15 77 -
Total 12 h 42 min 30 ¢

Os casulos reais resultantes do processo de anexacdo de célula auxiliar foram
retirados das colbnias e as rainhas emergidas fixadas para posterior medi¢cdo do tamanho

corporal e andlise morfoldgica.

Além da duracdo dos eventos do processo de construcdo de célula auxiliar,
registrou-se também o nimero de operarias:
++ Envolvidas na construcdo das células a cada 10 minutos;
+ Se inserindo na célula no periodo de descarga;

 Envolvidas no inicio, meio e fim da operculacéo.

2.3 SELECAO DE COLONIAS PARA ANALISE DOS DADOS

Sete colbnias foram monitoradas nas duas etapas experimentais, mas o
comportamento de construcdo de célula auxiliar foi descrito com base nos registros
apenas nas colonias I, Il, Ill e VI. A escolha foi feita com base no maior nUmero de
observacoes de ewes completos de POP, ACA e POPw nas duas etapas
experimentais, 0 que excluiu a necessidade de sorteio por isto ter acontecido apenas nas

coldnias supracitadas.
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2.4 ANALISES DE CELULAS POR MEIO DE RADIOGRAFIA

Células contendo auxiliares foram submetidas a um sistema de radiografia LX-
60 e fotografadas com camera digital (Faxitron X-Ray Corp., Wheeling, IL) para
identificar a posi¢cdo da larva em relagcdo ao local de construcdo da célula auxiliar,
guantidade de alimento na célula e verificar o comportamento das larvas de operaria em

células com célula auxiliar.

2.5 ESTATISTICA

Os dados foram analisados com o auxilio do programa Statistica 7.1 (StatSof
Inc. 2005).

Para corregdo de ndo normalidade da distribuicio amostral dos dados
guantitativos de duracédo de eventos do POP e ACA, que foi testada via teste Shapiro-

Wilk (a = 0,05), utilizou-se a funcdo de transformagée> arcsen(x).

Analise de varidncia (ANOVA) (a = 0,05) e teste Tukey (a0 = 0,05) foram
utilizados para verificar diferencas quantitativas nos comportamentos de producao de

células.
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3. RESULTADOS

3.1 COLONIA COM RAINHA

Um total de 23 POPs foi registrado nas col6niasPdducii com rainha.
Construcdes de células auxiliares apesar de terem ocorrido, o que foi evidenciado
posteriormente pela existéncia de casulos reais formados, ndo foram registradas porque
ndo ocorreram em locais passiveis de observacdo. Durante as observacdes diarias
ocorreu reducdo na postura ao longo do tempo, o que foi expresso pela redugao do
namero de POPs registrados no total e por colbnia, cujos aspectos qualitativos e
guantitativos seréo descritos nas proximas secoes.

Tabela 3- Dados quantitativos de Processos de Aprovisionamento e Postura (POP) em
quatro colonias d@lebeia lucii Numero de insercfes de rainhas (Q) e operérias (W)
nas fases de espera pré-aprovisionameptd € aprovisionamentop), sendoo; o
namero de inspec¢Bes apods o inicio do aprovisionamento. NUmero maximo de operarias

no inicio, meio e fim da operculacdo principa}).( (*): numero de insercbes de
operarias apds cada inspecédo da rainha.

N° de insercGes o
= N° de operarias ey

Colonia  Célula pr p

Q W Q ©i) w Inicio Meio Fim

I 1 0 3 1 6 1 6 6

2 0 4 2 7+2% 1 6 6

I 3 4 4 2 3+1 1 6 6

4 5 4 2 3+2 1 6 6

1 5 6 9 1 4 1 5 5

6 0 1 1 3 1 6 7

7 23 6 1 4 1 7 7

8 13 6 1 4 2 5 7

9 7 4 1 3 1 7 6

VI 10 2 9 4  3+2+1+1 1 6 6

11 10 17 2 3+2 1 6 5
Valores max.-min. 0-23 1-17 1-4 3-9 1-2 5-7 5-7
Média 6,36 6,09 1,64 4,91 1,09 6 6,09

Desvio padrao 6,95 +4,35 0,92 £1,81 +0,3 0,63 0,7
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Tabela 4— Duracdes dos eventos de Processos de Aprovisionamento e Postura (POP) em quatro cofielziad®iciipr: espera pré-
aprovisionamentoP: aprovisionamentop( descargaps: pds-descarga): oviposi¢ado §i: inspegdo de célulay: postura);s: operculacdosp: pré-
operculacdos,. operculacédo principal). (*) = Apenas as células observadas desde 1/3 da construcdo foramdesngidera numero de POPs
utilizados para os célculos. (-) = eventos nao registrados.

N o | Nivel de Pegodo de Oviposicad) = _ S
Colonia (2015) Celulaj construg  Construgéo 5 () (min)
40 (min) P P (S) ps(s) | o (s) op (S) 5p(S) | So(min)

| 04/02| 1 1/3 197 8,2 13,43 1,57 0,84 12,53 0 3,86 4,33
05/02| 2 1/3 103 10,2 21 10,97 5,8 13,30 0 4,98 5,85

I 25/02| 3 1/3 90,18 54,06 10 6,03 3,94 10,27 3,77 4,72 6,16
27/02 | 4 3/3 - 29,43 11 2,97 2,73 10,87 5,63 3,36 3,42

12/03| 5 3/3 - 90,2 11,27 1,66 1.4 11,14 18,57 5,07 6,94

12/03| 6 1/3 108,66 6,8 8,7 1,97 0,2 14,30 4,74 3,25 3,88

1 13/03| 7 1/3 55,35 193,5 15,8 2,2 1,66 14,33 11,5 3,86 7,84

13/03| 8 1/3 84 97,2 13,8 1,27 0,9 15,33 1,7 3,21 54

13/03| 9 1/3 108 37,5 8,83 2,44 1,1 15,30 0,17 3,55 4,62

VI 06/05| 10 1/3 371,96 47,7 24 8,93 6 17,50 6,9 5,69 7,5
06/05| 11 2/3 436,84 163,47 12 3,84 2 18,67 0 573 9,25

Valores minimo e madximo | 55,35 - 265,961 6,8 - 193,5 8,7 - 24| 1,27 - 10,97/ 0,2 - 6| 10,27 - 18,67| 0 - 18,57| 3,21 - 5,73| 3,42 - 9,25
Média 126,52 67,11 13,62 3,98 2,42 13,96 4,82 4,3 5,93
Desvio padrédo +69,51 160,22 | +£4,92 13,27 +2 +2,69 15,84 +0,97 +1,82
n 8 11
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3.1.1 Comportamentos nao envolvidos no POP

Fora do POP a rainha foi visualizada predominantemente sobre as células de
cria, e, menos frequentemente, sobre potes de alimento proximos as mesmas sem um
lugar definido de descanso. A rainha revezou entre um descansar calmo e um
deslocamento lento sobre as células de cria. Durante o descanso, ela permaneceu em um
mesmo local e lentamente uma corte de operérias foi formada. Pequenos
deslocamentos/avangos em direcdo as operarias da corte e inidmeras antenagfes e toque:
com as pernas anteriores foram frequentemente realizados. A rainha regularmente bateu
as asas, sendo cada batida breve e intercalada com longos repousos de asa, com tempo ¢
vibracdo das batidas aumentando quando realizava dos pequenos avangos em direcao as

operarias.

Quando em deslocamento, a rainha caminhou lentamente com frequentes batidas
de asa caracterizadas por repousos mais curtos e vibracfes da asa mais demoradas dc
que quando em descanso. Houve constantes avangos e antenagfes com operarias. A
rainha realizou paradas curtas ou longas em frente a células em construcdo, e, em raros
casos, ela ficou parada varios minutos sobre a célula em construcdo de modo
semelhante a quando em descanso e sem realizar insercdo na célula. Durante as
inspecbes das células a rainha manteve as asas fechadas, muito frequentemente
caminhou sobre a célula com movimentos circulares e constantes batidas de asas e, logo

em seguida, retornou a caminhar pelas demais células de cria.

O méximo de contato observado entre operarias e rainhas foi o antenal. Nao foi
observado contato bucal ou trofalaxis apesar desen®do comumente vistos entre
operarias. Também ndo foram observados comportamentos ritualizados hipnéticos
(“hypnotic  turning”, “hypnotic head insertion” e/ou ‘“hipnotic barricading”)
(DRUMOND et al. 1996a; 1996b; 1997; 1998; SAKAGAMI et al. 1993). A resposta da
operaria a aproximacao da rainha ou encontros inesperados foi a antenacéo ou rapida

evasao ou distanciamento.
3.1.2 Construcéo de células

Nas colbnias d®. lucii avaliadas, a construcao de células foi do tipo Sucessiva
(Co) e o padrao de postura foi Predominantemente SingularGBrca de duas ou trés

células estavam sendo construidas ao mesmo tempo, mas apenas uma recebeu posture
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por POP. Além disso, algumas células estavam sendo construidas ao mesmo tempo em
regides distantes na caixa e a rainha visitou ambas durante as fases de patrulhamento
(P) e excitacdo 4). Novas células foram construidas préximas as operculadas

anteriormente.

A duracdo da construcdo das células observadas desde a Fase Inicial (Tab. 4)
nao variou entre as coldnias (p= 0,15; F= 3,103; Teste Tukey HSD: p > 0,05). O numero
de operarias no inicio da construcéo variou de 0 a 3 enquanto que na fase final foide 1 a
6. ApoOs a finalizacdo da primeira oviposicdo depois de um longo periodo de
Extraoviposicdo, as demais células foram construidas em intervalos mais curtos de

tempo e em uma atmosfera constantemente agitada.
3.1.3 Comportamento antes do aprovisionamento

A substituicdo de uma operéria por outra foi gradualmente mais rapida e agitada
a medida que a parte final da construcdo se aproximou. Operarias ficaram ao redor da
célula aguardando a substituicdo e aumentando, assim, o numero de operarias

envolvidas na construcao (Fig. 3 e 4A).

&y )7

2 mm

Figura 3 - Células dPlebeialucii em constru¢do. Do lado esquerdo uma célula no
inicio da construcao com duas operarias trabalhando nela e ao lado direito uma célula
no fim da fase de construcdo com seis operarias ao redor aguardando revezamento.

O grau de agitagdo aumentou localmente com a aproximacdo da rainha. A
medida que esta se aproximou da célula em constru¢cdo, as operarias corriam
velozmente inserindo rapidamente a parte anterior do corpo na célula e escapando
novamente em seguida (Fig. 4B). Com a chegada e fixacdo da rainha na célisla de
consequente inicio da espera pré-descarga, duas situacfes ocorreram: 1 - a rainha
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inseriu inUmeras vezes sua parte anterior do corpo na célula, revezando-se neste
comportamento com as operarias enquanto aguardava na borda da mesma até que
ocorresse a primeira regurgitacao (Fig. 4C - 4E) ou caminhou sobre a célula batendo as
asas apos um longo periodo de espera eua2rainha permaneceu fixa sem realizar
qualquer insercéo na célula e apenas as operarias realizaram inUmeras inser¢des rapidas

até a primeira regurgitacao.

O numero de inser¢des de rainhas e operarias na fase de espera pré-descarga
(Tab. 3 nédo variou entre si (F= 0,012; p= 0,91; Teste Tukey HSD: p= 0,91; n= 11
POPs) e foi semelhante entre as colonias (rainhas: p= 0,44; F= 1,02; Teste Tukey HSD:
p > 0,05; operarias: p= 0,054; F= 4,22; Teste Tukey HSD: p > 0,05; n= 4 colbnias).

A espera pré-descarga variou de poucos segundos a mais que trés minutos (Tab.
4). Mesmo nos casos em que ela foi mais prolongada (acima de 90 s), ndo houve
registro de fixacdo da rainha sem consequente continuidade do POP. A duracdo desta
fase ndo variou entre as col6nias (F= 1,84; p= 0,23; Teste Tukey HSD: p > 045; n=

colbniag.
3.1.4 Aprovisionamento, oviposi¢cao da rainha e operculacéo

A partir da primeira regurgitacdo, o grau de agitacdo e o numero de operarias
proximas a célula aumentaram (Fig. 4F). A substituicdo de operérias entre reguggitacée
foi usualmente imediata, sendo que na maioria dos casos a rainha limitou o nimero de
regurgitacdoes ao se inserir rapidamente sobre o alimento (inspecao/ingestdo de
alimento) (Fig. 4G). ApGs essa primeira inspecao a rainha realizou a oviposi¢cao ou se
colocou de lado novamente até que mais regurgitacdes fossem realizadas na célula (Fig.
4H - 41). Até quatro inspec¢0des intercaladas com mais regurgitacdes de operarias foram

realizadas (Tab.)3

Apesar do numero de regurgitacfes ter variado entre as colbnias (F= 7,03; p=
0,016; n= 4 colbnias), a duragéo da fase foi semelhante (F= 1,70; p= 0,25; Teste Tukey
HSD: p > 0,05; n= 4 coldnias). Algo semelhante ocorreu para a fase de inspecéo pela
rainha, pois 0 seu numero variou entre as colbénias (F= 5,64; p= 0,028; n= 4 colbnias),

mas a sua duragao nao (F= 2,22; p= 0,17; Teste Tukey HSD: p > 0,05; n= 4 pol6nias
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Em um POP atipico na colénia IV a rainha demorou a realizar inspecdo e
operarias continuaram a se inserir na célula, totalizando 12 insercfes até que a primeira
insercdo da rainha ocorresse. A rainha ndo ovipositou e realizou ainda mais trés
inspecdes, sendo que entre elas houve um longo periodo de tempo durante o qual a
rainha se afastou da célula e ficou fora do campo de visdo de observacdo. Entre as
inspecdes, as operarias continuaram a se inserir na célula mais 98 vezes, totalzando 11

insercdes até o fechamento da célula, mesmo sem postura.

Nas colbénias Ill e VI, Gnicas colonias nas quais POPs subsequentes foram
registrados (Tab. 4), a inspecao de célula no primeiro POP apds um longo periodo de
Extraoviposicao foi sempre mais demorada do que as subsequentes (Coldnia Ill - 12/03:
12 célula = 1,40 s; 22 célula = 0,20 s; 13/03: 12 célula = 1,66 s; 22 célula = 0,90 s; 32
célula = 1,10 s; Coldnia 4 06/05: 12 célula = 6 s; 22 célula = 2 s). Na colonia VI além
da duracdo também houve reducdo no numero de inspecbes de quatro para duas do

primeiro POP para o seguinte.

A duracgéo da oviposicéo pela rainha (Tab. 4) variou entre as colonias (F= 9,29;
p= 0,0077; n= 4 colénias). A oviposi¢cao é curta e acompanhada por movimentos de

antena e pernas dianteiras e curtos bater de asas.

Durante a oviposicao as operarias afastaram-se da célula e, mesmo apoés a saida
da rainha, elas mostraram evidente reacao deterrente a aproximacao e operculacéo (Fig
4J - 4L). Neste contexto, usualmente a operculacéo foi iniciada apos alguns segundos
(versp em Tab. 4) por uma ou duas operarias e este nimero aumentou acentuadamente
com o passar do tempo, podendo ter de cinco a sete operarias do meio ao fim da
operculacdo principals{) (Tab. 3) (Fig. 4M— 40). Nenhum comportamento de
tentativa de abertura de célula por rainha ou operarias foi registrado em todos os POPs

observados.

A duracéo total do POP (Tab. 4) foi similar entre as colbnias (F= 1,71; p= 0,25;
Teste Tukey HSD: p > 0,005; n= 4 col6nias).
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Figura 4—- Sequéncia comportamental de um Processo de Aprovisionamento e Postura
(POP) enPlebeia lucii.Operérias finalizando construgéo da célula (A) se afastam com

a chegada e fixacao da rainha (B). Assim que chega a célula, a rainha a inspe@ona (C)
se coloca lateralmente a mesma. Operarias realizam quatro inser¢cdes sem regurgitar
(D). A rainha se insere na célula outras duas vezes (E) até que ocorre a primeira
regurgitacdo (F). Apés quatro regurgitacbes a rainha interrompe o processo de
aprovisionamento ao se inserir na célula e inspecionar/ingerir alimento (G) e logo apés
ela se afasta e mais uma operaria regurgita na célula (H). A rainha realiza mais uma
inspecao/ingestdo de alimento () e se posiciona para postura logo em seguida (J). A
rainha se afasta da célula (K e L), a operculagéo é iniciada por uma operéaria (M) e até
seis operérias podem trabalhar lado a lado até o seu total fechamen{®}N)

3.1.5 Ovos troficos

Nenhuma postura de operaria foi detectada durante todo o periodo de

monitoramento das colénias com rainha, nem mesmo no POP atipico na colénia IV
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descrito anteriormente, no qual uma célula aprovisionada foi abandonada pela rainha e
as operarias a fecharam sem ovo e ndo exitjualquer comportamento que indicasse

tentativa de postura.

3.2 COLONIA ORFA

3.2.1 Producéao de células auxiliaes(ACA)

Em resposta a condicdo de orfandade, as diferentes colonids keii
construiram de sete a 17 células auxiliares por colénia (12 £+ 3,67; n= 6 colbnias), sendo
gue nenhuma destas construgcdes ocorreu de modo simultaneo em uma mesma colbnia.
Uma das colénias ndo gerou dados para este calculo devido a parada nos
monitoramentos como explicado na Secao 2.2 (Coldnia VI; Tab. 2). ApGs a retirada da
rainha, o periodo até o aparecimento da primeira célula auxiliar variou de um a seis dias
(2,85 + 1,77; n= 7 colbnias). A adicdo de novas células de cria nas coldnias Orfas
estimulou a retomada do comportamento de adicdo de célula auxiliar quando este havia

cessado por dias seguidos.

Em trés registros de construgcdo de célula auxiliar na colénia Il havia operarias
marcadas e suas idades variaram entre seis e 19 dias, sendo mais frequente operarias de
seis a nove dias de idade, sendo que algumas operarias trabalharam na célula do inicio
ao fim da construcdo e participaram de todo o processo de aprovisionamento e

operculagéo.

Casos atipicos de construcdo de célula auxiliar foram observados, conforme

segue (Fig. 5):

 Interrupcdo da construcdo da célula auxiliar, e nestes casos a construgdo parou
ainda na fase de formacao de concavidade ou elevacéo inicial das paredes;

% Mudanca do local de construcédo, podendo resultar em célula com duas células
auxiliares em formacgéo;

% Célula auxiliar fechada vazia;

% Célula com duas células auxiliares adicionadas;

% Célula auxiliar esvaziada;

% Construcdo de célula auxiliar em célula com larva de macho (oriunda de

OViposi¢ao por operaria).
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Figura 5—- Casos atipicos de construcao de célula auxiliar em colbénias éifdsiasa

lucii. (A): célula ndo concluida. (B): célula com duas células auxiliares em construcao.
(C): célula com duas células auxiliares adicionadas. (D): célula auxiliar esvaziada. (E):
célula auxiliar sendo fechada vazia. (F): célula auxiliar adicionada a célula com larva
filha de operaria.

3.2.1.1Eventos da Adicdo de Célula Auxiliar (ACA)

Um total de 11 eventos completos de ACA foi registrado em quatro colonias
orfés deP. lucii (Tab. 5), com diferenca entre as colénias na duragéo total deste evento
(F= 5,14; p= 0,034). As fases deste processoPReniucii, com suas respectivas

definicbes, terminologias e caracterizacoes, sao propostas a seguir (Fig. 6):

< Fase de Aglomeragdo de OperariasAf): foi caracterizada pelas primeiras
atividades na célula que receberia a célula auxiliar. Usualmente ela foi marcada por um
aglomerado de operéarias com alto grau de excitacdo. Estas realizaram antemagao c
célula e se movimentaram por quase toda a sua superficie no inicio e posteriormente se
concentraram em um Unico ponto.

% Fase de Construcido(@): as células auxiliares, observadas desde a Fase Inicial,
apresentaram duracao total da construcéo variando de 51,14 a 356,05 min @ab. 5)
sem diferenca entre as col6nias (F= 0,15; p= 0,92; Tukey HSD: p > 0,50; n=
colénias). O numero de operarias no inicio da construgéo variou de 0-5 enquanto que na
fase final foi de 2-5 (n= 10 ACAS).
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= Subfase de Formacédo da Concavidad€gv): caracterizada pela atividade de
operarias em uma regido especifica da célula, onde a cera foi cuidadosamente
manipulada de modo a formar uma concavidade que serviu como suporte para a célula
auxiliar. Desta forma as duas células possuiram uma parede em comum e, assim, a
célula auxiliar ndo possuiu fundo préprio. A formacao da leve depressao resultou em
um afinamento desta parede evidenciada pela aparéncia mais transparente da cera ou
diferenca de coloragdo. O grau de excitagdo e o numero de operarias envolvidas nesta
fase variaram.

= Subfase de Elevacio de Parede€efp) apos a formacdo da concavidade sobre
a célula existente, as operarias iniciaram o soerguimento das paredes da célula auxiliar.
De modo semelhante ao POP, o numero de operérias nesta fase foi proporcional ao
aumento do nivel da construcdo, sendo a parte final caracterizada por substituicbes cada
vez mais rapidas de operarias. No inicio, de 0 a 5 operarias foram observadas na célula
em construcdo, enquanto que na fase final sempre houve no minimo duas operarias.

% Fase de Descarga de Alimentd@)

= Subfase de Descarga de Alimentald): tempo da primeira a Gltima descarga
em uma célula, sendo consideradas todas as insercdes de operarias ap0s a primeira
regurgitacdo. As colbnias ndo diferiram entre si na duracdo desta fase que variou de
59,53 a 861,4 segundos (F= 1,73; p= 0,25; Tukey HSD: p > 0,25@,=R),18; n=4
colénias) (Tab. 5). O numero de inser¢des na célula variou de 18 a 116 (32,82 + 27,88).

= Subfase de Transicéodt): fase na qual foi possivel verificar um conflito entre
as operarias sobre a célula auxiliar. Enquanto algumas iniciaram a operculacdo, outras
estavam excitadamente puxando a cera, desoperculando a célula e/ou se inserindo nela.
Na maioria dos casos as operarias atuando na desoperculacdo vibraram seu corpo
enguanto se inseriam na célula.

% Fase de Oviposicdo (fo): fase em que houve oviposicdo por operéria. A
frequéncia desta fase nas células auxiliares foi baixa (27,27%; n= 11). Os trés casos
registrados envolveram postura por apenas uma operaria e sua duragao variou de 14,8 a
53,54 segundos. Apds a oviposicao, outras operarias inseriram a regiao anterior do
corpo na célula e realizaram antenacdo com o0 ovo sem realizar oofagia. Em um dos
casos na colbnia Ill (em 15/09/14; célula 9, Tab. 5), a operaria ovipositou, mas 0 ovo
permaneceu aderido ao seu abdome. Ela andou com o ovo por 20 segundos sem que

este se desprenshk® sendo posteriormente retirado pela propria operaria.
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< Fase de Operculagdo@p): fechamento da célula. Pode incluir duas subfases:

= Subfase de Re-operculacdo Opp): intervalo entre a fase de aprovisionamento
ou de oviposicdo e primeira manipulacdo da cera para fechamento da célula. Esta
subfase ocorreu apenas uma vez (19,64 s).

» Subfase de Operculacdo Principal dp): periodo desde as primeiras
manipulacdes de cera até o fechamento do orificio da célula. Esta subfase, geralmente,
se iniciou quando outras operarias colocavam ovos ou se inseriam na célula auxiliar e,
nestes casos, incluiu as fases de transi¢goe(de oviposicdoQo). Estas atividades
antagonicas realizadas ao mesmo tempo na célula prolongaram a subfase de
operculacdo. A duracao desta fase nos ACAs observados variou de 2,5 a 15,11 minutos
(Tab. 5). As col6nias nao diferiram na duracédo desta fase (F= 3,8; p= 0,07; n= 4
colénias), com excecado as colbnias | e Il que diferiram entre si (Tukey HSD: p= 0,047).
Normalmente uma operaria iniciou a operculacéo e até sete foram vistas no decorrer do
processo. A operculacdo da célula auxiliar e no PORP ehacii ndo foi por rotacao,
mas por manipulagdes da cera por varias operérias trabalhando lado a lado.

As siglas dos eventos de POP e ACA utilizadas neste trabalho estdo explicadas

resumidamente na Tabela 6.

Figura 6— Construcéo de célula auxiliar em colbnias orféaRldbeia lucii (A): Fase de
aglomeracdoAy); Fase de construgd@)(=> (B): subfase de formag&o de concavidade
(Cov) e (C e D): subfase de elevacio de paretigs);(Fase de aprovisionameniaj
- (E): subfase de descarga de alimentg € (F): subfase de transicatt) (G): Fase
de oviposicdo@o); (H): Subfase de operculacdo princigap)
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Tabela 5- Dados quantitativos dos eventos de Adicdo de Célula Auxiliar (ACA) registrados em colonias dPlabeilucii. (C): Fase de
construcdo(Da): aprovisionamentdOo): oviposi¢do de operarias na célula auxiliaf)( operculagdo principal.

o . .H'or.a de Nivel de — — : N de~ — N° ge_ . ACA Total
Colonia| Data | Célula| inicio da ~ C (min) Da (seg) |Insercoe 0o (seg) | operarias| op (min) .

observacag construcag s emDa queOo (min)
| 31/03/15] 1 9h25min 1/3 128,44 861,4 116 0 0 15,11 18,92
06/04/15 2 15h55min 2/3 81,56 111,43 28 14,8 1 4,8 7,24

Il 17/03/15 3 17h02min 1/3 124,1 59,53 21 0 0 2,25 3,59
25/03/15 4 8h50min 1/3 85,62 92,9 18 0 0 2,99 4,02
27/03/15, 5 14h45min 1/3 66,28 132,24 23 0 0 2,93 4,04
14/05/15] 6 16h58min 1/3 81,87 120 21 0 0 3,63 4,08

1 19/03/15] 7 17h05min 1/3 51,14 103,76 22 0 0 3,24 3,83
08/05/15, 8 18h20min 1/3 63,08 143 31 0 0 5,47 6,57
15/09/14] 9 12h56min 1/3 53,6 134,5 28 53,54 1 5,32 7,44
24/09/14 10 | 15h20min 1/3 356,05 135,73 24 26,36 1 4,51 5,92

VI 22/05/15] 11 | 18h30min 1/3 123,97 171 29 0 0 4,25 6,2

Valores minimo e méximo 51,14 - 356,05 59,53 - 861,4/ 18 - 116| 14,8 -53,54 0-1 2,25 -15,11] 3,59 - 18,92

Média 113,42 187,77 32,82 31,57 0,27 4,95 6,53

Desvio padréao 90,25 225,3 27,88 19,89 0,47 3,52 4,36

n 10 11 3 11 11 11
Variancia 8144,67 50761,65 | 777,36 395,53 0,22 12,42 18,98

Erro Padréo 28,54 67,93 8,41 11,48 0,14 1,06 1,31
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Tabela 6- Lista das siglas utilizadas neste estudo e suas defini¢des.

Processos de construcao de células de cria

POP - Processo de Aprovisionamento e PostuPao\isioning and Ovipositiol
Proces3¥ (SAKAGAMI et al.1965);

ACA - Processo de Adicdo de Célula Auxiliawiliary Cell Addition);

POPw-> Processo de Aprovisionamento e Postura por Operarias em Coldniag
(Provisioning and Oviposition Process by WorBers

IOP - Processo de Oviposicao Integrattaggrated Oviposition Procegs
UOP-> Processo de Oviposicdo Uniddn(t Oviposition Procegs
(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974)

C - Rainha anda pelo faver(ising on the comb
W - Rainha espera em uma célula particulai{ing);
E - Inspecéo da célula pela rainha;
L - Agitacao localizada a uma célula ou regido do favo;
G - Agitacao generalizada por todo o favo.
(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974)

Tipos de construcdo de células de cria

C. = Construcdo Sucessiva: células em diferentes estagios de crescimento pg
comumente encontradas em um dado momento;

C, = Construcéo Sincrénica: células em mesmo estagio de crescimento s&o con
encontradas em um dado momento;

Cm = Construcdo Semissincronica: inicia-se de modo sucessivo, mas as difere
tornam gradualmente menores com o passar do tempo.

(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974; DRUMOND et al. 1997

Padréo de postura da rainha

Be = Exclusivamente Agrupado: mais de uma célula recebe postura por POP.
casos a oviposicao € integrada (IOP). O numero de células e o tempo entre d(
sao grandes e estaveis;

Br &> FacultativamenteAgrupado: mais de uma célula recebe postura por 10
namero de células e o tempo entre dois IOPs séo variaveis;

Bs 2 Predominantemente Singular: somente uma célula recebe postura e, nest¢
oviposigao é unica (UOP).

(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974)

Processo de Aprovisionamento e Postura (POP)

A = Periodo de Extraoviposicao

Q - Fase Quiescente: fase livre de excitacdo com inicio ao final de um procg
postura e término quando se iniciam os primordios para o proximo.
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T = Fase de Transic¢&o: periodo erQreP.

B = Periodo de Oviposicédo

P - Fase de Patrulhamento ou Prefixac&o: caracterizada pelo aumento na fre
das visitas da rainha as células em construcéo e do seu tempo de permanénc
e pela presenca de células em colar com aglomerado de operarias ao redor.

A > Fase de Excitacéo: periodo desde a chegada definitiva da rainha no fay
inicio do primeiro UOP. Consiste na alternacdo entre andar pelo favo (C) ¢
esperando (W) em uma célula em particular com ou sem inspecao da célula (E

pr > Fase de Espera Pré-descarga: inicia com a parada (fixacao) da rainha
célula em colar e termina com a primeira descarga de alimento. Nesta fase a
pode ser localizada (L) ou generalizada por todo o favo (G).

P > Fase de Descarga: fase na qual as operarias depositam o alimento ng
Pode ocorrer de quatro formas e contém duas subfases:

P. > Descarga Sucessiva: a descarga em uma célula ocorre sempre
oviposicao na célula anterior;

P, - Descarga Sincronica: a descarga em uma ceélula ocorre g
descarga na célula anterior;

Pm = Descarga Semissincronica: primeiro como grdepois como emyP

Do = Descarga Singular: ocorre em oviposi¢des singulares.

p 2 Subfase de Descarga: tempo do inicio da primeira descarga até o
Gltima em uma célula;

ps =2 Subfase de Pés-descarga: do ultimo aprovisionamento ao inicio da 1
oviposicao.

0 = Fase de Oviposicao

0; 2 Subfase de Inspecédo: duracao da inspecao/ingestao de alimento pelg

op > Subfase de Postura: duragdo da postura pela rainha dentro da célula

s = Fase de Operculacdo: fechamento da célula.

Sp = Subfase de Pré-operculagéo: do finbdge o inicio da rotacéo;

S; 2 Subfase de Rotacéo Principal;

St 2 Subfase de Transicao;

Ss = Subfase de “Sidework™: manipulagcdes da cera apos a abertura da célu
totalmente fechada;

So = Subfase de Operculacdo Principal: da primeira manipulacdo da cer
visivel fechamento do orificio da célula.

(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974; DRUMOND et al. 1997; Com excegéo
adaptacdes realizadas no presente estudo conforme disposto na Sec¢ao 7

Processo de Adicao de Célula Auxiliar (ACA)

Ay > Fase de Aglomeracdo de Operdarias: primeiras atividades na célula a re
célula auxiliar marcadas por um aglomerado de operarias com alto grau de excita
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C = Fase de Construcdo

Cov > Subfase de Formac&o da Concavidade: manipulacdo da cera e formg
concavidade que serve como suporte para a célula auxiliar;

Cep = Subfase de Elevacdo de Paredes: soerguimento das paredes da célula

Da > Fase de Descarga de Alimento

da > Subfase de Descarga de Alimento: tempo da primeira a ultima desca
uma célula, sendo consideradas todas as insercfes de operarias apos a
regurgitacao.

dt = Subfase de Transi¢&o: sobreposicido de atividades de inser¢éo, opercl
oviposigao.

00 > Fase de Oviposicéfase de oviposigdo por operaria.

Op - Fase de Operculagio

Opp > Subfase de Pré-operculacao: intervalo entre o fim da descarga de alim
da oviposicao e as primeiras manipulagcfes na cera para fechamento da célula

op > Subfase de Operculacdo Principal: periodo desde as primeiras manipula
cera até o visivel fechamento do orificio da célula.

3.2.1.2Raios-X de células auxiliares

Nas imagens obtidas por raios-X foi possivel determinar as regiées anterior e
posterior das larvas e definir a posi¢do das células auxiliares em relacédo a essas regides
(Fig. 7A). Na célula com duas células auxiliares na col6nia Il a larva perfurou e se
alimentou do conteudo de apenas uma das células. Nao foi possivel obter a rainha desta
larva, pois a célula foi aberta pelas operarias impedindo seu desenvolvimento (Fig. 7B).
Fotoradiogramas de células registrados apés intervalo de trés minutos mostraram

mudancas nas posi¢des das larvas (Fig. 7C)e 7D

A adicéo da célula auxiliar ocorreu quando néo havia mais alimento disponivel
na célula larval (Fig. 7E e 7F). Em um dos casos, uma ceélula auxiliar adicionada na
colénia Il foi desfeita pelas operéarias 12 dias apos aparente defecacdo da larva. A célula

foi colocada em placa de Petri e dela emergiu uma rainha.
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Figura 7— Raios-X de células de cria com adigado de célula auxiliar em coldnias o6rfas de
Plebeia lucii.(A): Identificacdo das regibes anterior (a) e posterior (p) da larva. (B):
Imagem de uma célula de cria com duas células auxiliares mostrando que a larva
perfurou apenas umalds. (C e D): Imagens capturadas em intervalo de trés minutos
mostrando movimentacdo significativa das larvas dentro da célula. (E e F): Imagens
obtidas imediatamente ap6s a adicdo mostram célula larval sem alimento disponivel.
(*): células auxiliares; (**): camara de ar.

Trés larvas nédo perfuraram as células auxiliares adicionadas e em todas estas
havia postura de operarias e duas das larvas eram pdés-defecantes (Fig. 8). Das trés,
apenas uma delas estava com a regido anterior posicionada proxima a célula auxiliar.
N&o foram obtidos os individuos adultos destas células uma vez que operéarias as

abriram e expuseram as larvas, o que impediu seus desenvolvimentos.

27



Figura 8- Células deéPlebeia luciicom célula auxiliar adicionada ha dias sem aparente
perfuracdo pela larva. As duas primeiras larvas da esquerda ja haviam defecado.

As células com postura de operarias que receberam célula auxiliar mostraram

larvas apés a fase de alimentagdo ou pupas sem ter perfurado a parede entre as células

(Fig. 9.

08/05/15

15/05/15

22/05/15

Figura 9— Fotoradiogramas de células com postura de operéari@eteia luciique
receberam célula auxiliar mostram ndo perfuracdo pela larva. Em (A) no dia 22/05 a
célula foi aberta pelas operérias e a pupa colocada para fora da célula. Em (B) dia 22/05
e em (E) dia 15/05 as células auxiliares estavam abertas e esvaziadas pelas operarias.

Movimentacéo larval foi detectada em imagens capturadas em intervalo de trés
minutos (Figuras 9C e 9D) e semanalmente (Figura 7C e 7D). Larvas mudaram a
posicdo dorsoventral em até 360° (Figuras 9A e 9D), mas apresentaram pouca

movimentag&o anteroposterior. A larva mudou a cabeca de lugar em limitada amplitude
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por contracBes e relaxamentos. A cabeca nunca foi vista onde antes o anus estava

posicionado.

3.2.2 Producéo de células para aprovisionamento e postura por operarias em

col6nias orfas (POPw)

Trés das col6nias d&. lucii observadas (I, Il e Ill) apresentaram POPw 26,33
3,51 dias (23- 30 dias) apo0s o inicio da condicao 6rfa. Estas foram caracterizadas por
uma cera visualmente mais grossa e escura e algumas foram construidas muito
proximas umas das outras se assemelhando a células auxiliares, sendo alguns casos

considerados como tais, conforme exposto na Secao 3.2.1 (Fig. 10).

Figura 10— Células para aprovisionamento e postura por operarias em colénias 6rfas
(POPw dePlebeia lucii.(A): Aspectos gerais de células com cera mais grossa e escura.
Células construidas muito préximas umas as outras chegando a visualmente se
assemelhar a adicdo de célula auxiliar. (B) - (@dula construida de modo muito
proximo a outra. (D): Raios-X de célula com célula auxiliar. (E): Células construidas
muito proximas. As setas destacam as células com larva originada de ovo posto por
operaria.

Os primeiros POPws registrados nas col6nias | e Il ocorreram até 30 dias ap6és a
retirada da rainha e apresentaram comportamentos em comum entre Si e muito
diferenciados em relagdo aos POPws dos dias subsequentes. Estes foram caracterizados
por construcdes singulares, uma vez que uma nova célula s6 comecou a ser construida
guando a anterior jA havia sido operculada, além de outras peculiaridades

detalhadamente descritas nos paragrafos a seguir.

O primeiro registro de POPW na col6nia Il foi realizado apés 26 dias de
orfandade. Outras oito células ao redor indicaram que a atividade de POPw ja havia

comecado h& poucos dias. Este primeiro registro foi notadamente diferente dos demais.
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N&o houve exibicbes de excitagdo exacerbada na finalizagdo da fase construgdo. Uma
operaria, apés a célula estar completamente aprovisionada, se posicionou sobre ela
impedindo que outras fizessem o mesmo. Esta chegou a rapidamente colocar o seu
abdome sobre a célula como que iniciando oviposi¢cdo, mas néo a realizou. Apos certo
tempo de exibicdo deste comportamento, que durou 3 min e 47 seg, sem ocorréncia de
oviposicéo, a célula comecou a ser esvaziada. Houve cerca de 70 insercfes responsaveis
tanto pelo aprovisionamento como pelo esvaziamento da célula. Meia hora depois do
esvaziamento atividades esporadicas de operarias manipulando o interior e bordas da

célula puderam ser vistas.

O primeiro registro de POPw na coldnia | foi realizado 23 dias ap0ds a retirada da
rainha e também foi caracterizado por esvaziamento de célula apds regurgitacdo sem
realizacdo de postura. No entanto, nos casos de ambas as col6nias, € provavel que o
POPw tenha sido retomado posteriormente e as células recebido postura, uma vez que

estas foram visualizadas fechadas no dia seguinte.

O segundo caso na colbnia Ill foi filmado 30 dias apds a retirada da rainha.
Neste, a excitacdo e substituicAo de operarias na fase final da construcdo foi mais
acentuada em relacdo a primeira célula filmada. ApGs quatro operarias esvaziarem
totalmente seu papo na célula, uma quinta operdria se inseriu e permaneceu sobre a
mesma por 26 segundos impedindo que outras também o fizessem. Logo em seguida a
mesma operaria inseriu seu abdome na célula e realizou postura. Esta foi a Unica postura
realizada e houve nitida reacdo deterrente a operculacdo e aproximacao pelas operarias

gue resultou em 15 segundos de pré-operculacéo (Célula 7; Tab. 7).

Os segundo e terceiro registros na colbnia |, e que foram realizados apoés 24 e 25
dias de condicéo o6rfa, foram caracterizados por comportamentos semelhantes de postura

Unica ou esvaziamento de célula.

Os POPws registrados apés 30 dias de condicdo 6rfa em todas as colbnias
diferiram dos eventos supracitados por apresentarem: 1- constru¢cdes simultaneas de
células; 2- maior nivel de excitacdo de operérias ao final da construgdo e apos o inicio
da regurgitacdo, 3- operarias que se inseriram na célula ap0s a primeira postura e

tocaram o ovo com antena e tarsos anteriores o que, em alguns casos, resultou na queda
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deste sobre a superficie do alimento; 4- mais de uma oviposi¢do por célula que ocorreu

por posturas consecutivas ou pela reabertura de células recém operculadas.

Oviposicdes s6 foram realizadas dentro de células prontas e com alimento. Dois
tipos de ovos de operarias foram colocados: um afilado e transparente e outro
semelhante a uma gota gelatinosa esbranquicada, denominados, respectivamente, de
funcional e trofico. Casos de oofagia s6 foram observados quando um ovo
acidentalmente era deixado fora da célula (casos de ovos que permaneceram aderidos ao
abdome ap0s postura) e quando o ovo colocado dentro da célula era tréfico, o qual era
rapidamente ingerido por uma Unica operaria proxima (Fig. 11). As operarias

posicionaram seus abdomes dentro da célula para colocar ambos os tipos de ovos.

Figura 11— Postura por operarias em células de macho em coléniBtebeia lucii.
(A) Ovo funcional colocado dentro de célula de macho. (B) Ovo troéfico. (C) Operéria
ingerindo ovo trofico que ficou aderido a borda externa da célula.

Durante algumas posturas operarias se utilizaram das pernas posteriores ou
mesmo do bordo da célula para desprender o ovo do abdome e deixa-lo dentro da célula.
Ovos troficos ficaram mais frequentemente presos nas bordas externas da parede da

célula.

A taxa de postura de ovos tréficos foi baixa (9%; n= 22 ovos) e ocorreu apenas
na colénia | em uma dnica célula. O tempo de postura destes foi semelhante ao tempo

de postura de outros funcionais (Tab. 7).

Houve um caso de esvaziamento de célula na col6nia Ill quando esta ja estava
orfa ha 63 dias e havia realizado POPws com mudltiplas posturas. Proximo a esta célula,
na parede da coldnia, havia uma rainha virgem recém-emergida em descanso com corte
formada. Apesar das operarias terem regurgitado sob uma atmosfera agitada, ap6s cerca

de 100 insercdes rapidas, a célula foi completamente esvaziada.
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Nos casos em que houve tentativa ou efetiva realizagdo de mais de uma postura,
foi possivel observar uma fase de conflito entre as operéarias sobre a célula de macho
semelhante ao observado na fase de transicdo para adicdo de célula auxiliar. Apos a
primeira postura, enquanto algumas operarias iniciaram a operculagdo, outras estavam
excitadamente sobre a célula com nitidas vibracdes de corpo e movimentos de
reabertura de regides cujo fechamento ja havia sido iniciado. Tal conflito terminou apos

postura por operaria desoperculadora ou mesmo desisténcia desta apds certo tempo.

Os casos de multiplas oviposicbes atraves de reaberturas de células foram
caracterizados por uma operaria excitadamente realizando remocfes de cera de uma
célula recém operculada e ainda contendo operarias trabalhando sobre a sua superficie.
Caracteristicamente apresentando excitacao e tremor de corpo, a operaria a desopercular
foi geralmente seguida por até outras trés operarias, sendo em poucos segundos
estabelecida nova atmosfera de agitacdo em torno da célula composta por inUmeras
operarias. Enquanto algumas abriram, outras continuavam a opercular. Apés uma ou
vérias oviposicdes, a célula foi novamente fechada. Em alguns casos, a reabertura
chegou a acontecer mais de uma vez por célula. Desta forma, a fase de conflito se
repetiu indmeras vezes em uma mesma célula, ndo sendo limitada pela operculacdo
(Figura 12).

-

Até 30 Posturatinica
dias ap6s
a retirada
darainha

Esvaziamento

Através da

“wor | rommmn] [Onica ] fread
; Unica reabertura
apos Postura g de células

Construgdo Aprovisionamento retirada
¢ permanéncia de darainha
operarias

Figura 12— Padréo geral do processo de producéo de células para aprovisionamento e
postura por operarias em colbnias 6rfas (POPvPIeleeia lucii.
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Tabela 7- Dados quantitativos dos eventos do Processo de Aprovisionamento e Postura por operarias em colonfaPw)fésg{§trados em
colonias 6rfas dePlebeia lucii Ppopy; aprovisionamentoopopw OViposigdo de operariaSpopy Operculagdo Sh.popw Pré-operculacaoso.popw
operculacgdo principal). (*): houve apenas registros relacionados a oviposi¢ao, pois se tratou de um caso de reabertueada-opletauiada. (**):
nao foram calculados, uma vez que apenas um caso foi registrado desde a fase inicial da construcéo.

N° de N° de SpoPw
Colbnia Data Célula| Ppopw(seg) | operariasl opopw(seg) | oOperariag Sppopw | So-PoPw POPw total
(2015) = _ b - (min)
Ppopw OPOPW (seg) (min)
17/03 1 542 56 28 1 0 12,82 13,97
30/03| 2 50 15 39 | 16]15]17 4 11 16,13 17,8
27/04 3 114 10 48 17 2 46 18,92 22,48
07/05| 4* - - 155] 13 |29 3 - - -
14/05 5 29 10 20 \ 15 2 21 7,12 8,28
18/05 6 443 137 15 1 17 3,63 11,58
17/04 7 46 4 14 1 15 5,48 6,75
I 20/04 8 71 15 16 1 4 14,23 6,75
23/04 9 38 9 22,43 1 9,7 4,81 5,98
27/04 | 10 118,6 24 20 20 |16 3 29,9 6,23 9,07
\% 20/05| 11 50 16 06 18 |12 3 16 8,85 10,08
Valores minimo e 29-542 | 4-137 |  06-155 0-4 | 0-46 | 353° | 59.2248
Maximo 18,92
L . ~ 38,83+ 147+ 16,96+ 9,82+
Média + Desvio padréao| 150,16+ 184,4 42.94 25,97+ 30,26 1.3 13.23 5.32 10,78+ 5,35
n 10 12 22 15 10 10 11
Variancia 34004,08 | 1844,33 915,51 1,7 175,08 | 28,27 28,6
Erro Padréo 58,31 12,4 6,45 0,34 4,18 1,68 1,61
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3.3 POPeACA

O tempo gasto nas constru¢cfes de células encontradas construidas até 1/3, ndo
diferiu entre os comportamentos de POP e ACA (p= 0,52; F= 0,44; Tukey HSD: p=
0,50; POP: n= 8; ACAn= 10) e nao foi influenciada pela colénia (p= 0,38; F= 1,137;
Tukey HSD: p > 0,05; n=4) (Fig. 13A

Uma vez que no POP a fase de pré-aprovisionamento foi marcada pela chegada
e fixacdo da rainha na célula para postura, ndo foi possivel demarcar a possivel
existéncia desta fase no ACA em coldnias 6rfas. Ao contrario do observado no POP, o
estimulo para a primeira regurgitacdo de operarias na célula auxiliar ndo foi evidente.
Ela pode ocorrer em meio a alta agitacdo ou ndo, minutos apos a célula aparentemente
estar pronta ou ser imediata. Os dados coletados para esta fase foram similares entre
colonias (F= 1,84; p= 0,23; n= 4 colbnias).

A duracgéo da fase regurgitacdo (POP= 13,63 + 4,92 s; ACA= 187,77 = 225,3 s)
nao foi afetada pelo fator Col6énia (p= 0,09; F= 2,672; Teste Tukey HSD: p > 0,05; n=
colbnias), mas diferiu entre os dois comportamentos (p < 0,001; F= 116,633; Teste
Tukey HSD: p= 0,000151; n= 11), uma vez que na célula auxiliar foi maior do que
durante o POP (Fig. 13B

A duracéo da oviposicao foi diferente entre rainhas (13,96 + 2,69 s; n=11) e
operarias (31,52 + 19,89 s; n= 3) (p= 0,0055; F= 11,416; Teste Tukey HSD: p= 0,0056).

A fase de operculacéo principal apresentou diferencas entre colénias (p= 0,0495;
F= 3,355), mas nado entre os diferentes comportamentos (POP: 4,3 £ 0,97 min; n= 11,
ACA: 4,95 £ 3,52 min; n= 11; p= 0,64; F= 0,22; Teste Tukey HSD: p= 0,87; n= 11).

As duracdes totais do POP e ACA foram semelhantes (p= 0,47; F= 0,553; Teste
Tukey HSD: p= 0,94), mas diferiram entre colonias (F= 3,45; p= 0,046; Teste Tukey
HSD: p > 0,05).
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Figura 13- Teste ANOVA da duracéo da Fase de Construcéo (A) (F= 0,258; p=0,85)

da Fase de Regurgitacdo (B) (F= 0,44; p= 0,725) em células dos processos de adi¢do de
célula auxiliar (ACA) e de aprovisionamento e postura (POP) em quatro colénias de
Plebeia lucii (*): Dados apresentados nas Tabelas 5 e 6 ap0s transformacdo (x -
arcsen(x)). Nas barras estdo representados o erro padrdo e a média amostral em cada

coldnia.
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4. DISCUSSAO

4.1. COLONIA COM RAINHA

A presenca de células auxiliares em colénia® deicii com rainha e auséncia
de construcéo de realeiras durante os POPs registrados corroboram com estudo anterior
de que este& o modo natural de producdo de rainhas na espécie (TEIXEIRA 2007;
2011). Esta auséncia de realeiras tipicas e producéo de rainhas apenas através de célule
auxiliar também ocorre erR. silvestri, enquanto quene T. carbonariaela aparece
apenas em condicao orfa e ap0s alteracdo da disposicao dos favos de cria (FAUSTINO
et al. 2002; TEIXEIRA 2012; NUNES et al. 2015).

A néo deteccao da construcdo em andamento pode ser explicada pela ocorréncia
reduzida e ocasional de producao de realeiras tipicas das espécies com producao trofica
(HARTFELDER et al. 2006). Além disto, elas podem preferencialmente, ter axorrid

em locais com cria sobreposta.

As taxas de ocorréncia diaria e a duracdo das fases do POP podem variar entre
colénias da mesma espécie conforme condi¢des internas da colonia e estoque de
alimento (PEREIRA et al. 2009). As coldniasRlelucii utilizadas neste estudo foram
analisadas em curto espaco de tempo (fevereiro a maio) de modo a evitar influéncias
sazonais e as colbnias foram semelhantes quanto a quantidade de alimento estocado.
Desta forma, os dados quantitativos e qualitativos de POPs aqui obtidos podem diferir
de outros registrados em periodos diferentes do ano ou em colénias com condi¢cbes

internas diferentes das apresentadas pelas col6nias deste estudo.
4.1.1. Comportamentos nao envolvidos no POP

O comportamento de descanso da rainh@.decii predominantemente sobre as
células de cria se assemelha ao observaddNammotrigonaCockerell, Geotrigona
Moure (SAKAGAMI & ZUCCHI 1974) Plebeia julianiiMoure P. remotae Plebeia
emerina Friese (DRUMOND et al. 1996b; 1998) cujas rainhas podem permanecer
paradas ou caminhando sobre o favo de cria na maior parte das observacdes no periodo
de extraoviposicdo. Isto difere die schrottkyj P. droryanae Plebeia poecilochroa
Moure & Camargmas quais a rainha é raramente vista sobre o favo, exceto por visitas
rapidas (SAKAGAMI et al. 1973; DRUMOND et al. 1996a; 1997). No entanto, em

36



todas estas espécies, ao contrario do observado emellerie TetragoniscaMoure
(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974; SAKAGAMI et al. 1973), as rainhas ndo possuem um

lugar definido de descanso.

A locomocéo da rainha d& lucii no periodo extraoviposi¢cao ndo é comokem
droryanae P. poecilochroacaracterizada por ser abrupta e com remarcada velocidade e
sacudidas de corpo irregulares (DRUMOND et al. 1996a; 1997). A locomocae lenta
sem as mudancas rapidas de direcdo sdo semelhantes as obsenRdesTerta eP.
emerina(DRUMOND et al. 1996b). O maximo de contato entre rainha e operarRs de
lucii € o antenal e com as pernas anteriores, difereRedleryanana qual ha avancos
da rainha em direcdo as operarias com movimentos abruptos ou agress&vidade
caracterizados pelo comportamento de manter a operaria pressionada ou presa pelas
mandibulas (DRUMOND et al. 1996a).

A reacdo de operarias &e lucii a aproximacao da rainha, caracterizada apenas
por afastamento ou fuga, difere do observado Mannotrigona testaceicornis
Lepeletier, Trigonisca duckeiFriese, P. poecilochroa, P. julianii,P. droryana, P.
remotae P. emerina(DRUMOND et al. 1996a; b; 1997; 1998; SAKAGAMI et al.
1993). Nestas espécies, ocorrem comportamentos hipnoticos caracterizados por

mMinuciosos movimentos sequenciais ritualizados realizados por operarias.

Plebeiaapresenta comportamentos hipnéticos em algum grau em todas as suas
espécies até aqui estudadas, sendd’qdeoryanaapresenta sequéncia comportamental
completa e frequentemente expressa (DRUMOND et al. 1996a). Neste contexto, eram
esperados ao menos resquicios de algum destes comportamentos hipndchsam
0 que nao foi encontrado. Nidto muelleri,outra espécie com cria disposta em cacho, e
F. schrottkyi espécie com células de cria em formato de disco ou irregular, se
assemelham R. lucii uma vez que nao apresenta qualquer comportamento ritualizado
de resposta por operarias a aproximacdo da rainha (SAKAGAMI & ZUCCHI 1974;
SAKAGAMI et al. 1973).
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4.1.2. Construcéo de células

A construgdo Sucessiva {C de células e o padrdo de postura
Predominantemente Singular{mP. lucii diferem deN. testaceicornis, L. muelleri,
T. duckei, P. droryanaP. emerina, P. remota, P. poecilochr@P. julianii que
possuem construcdo Sincronica (Cy) ou Semissincronia (Cm) e padrdo de postura
Exclusiva ou Facultativamente Agrupado @BB,) (SAKAGAMI & ZUCCHI 1974;
DRUMOND et al. 1996a; 1996b; 1997; 1998; SAKAGAMI et al. 1993).

Em relacdo as demais espécies do género, a postura Singuem@®. lucii é
mais proxima a observada émpoecilochrog1l - 9; 5,1 £ 2,2e P. julianii (1- 3;1,7 £
0,7) que, por possuirem padrdo de postura Facultativamente Agrupado, podem
apresentar alguns POPs com postura Unica (DRNM et al. 1997; 1998). Outras
espécies do género apresentam maiores nimeros de células pét. RB@Pyana 5 -
40 (21,3 £ 6,5) (DRUMOND et al. 1996d); emerinal? - 74 (47,1 £ 17); B. remota
7-30(17,87+6,1)e6-26 (17,3 +5,8) (DRUMOND et al. 1996b).

Uma unica postura por POP observadaRentucii € tipica emAustroplebeia
symeiRayment eA. australisque dispdéem a cria em cacho (DRUMOND et al. 1999).
Em outras duas espécies com esta mesma disposi¢do de célulasldemuredlerie T.
duckej o numero de ovos postos, respectivamente, 3 - 13 (6,6) e 2 - 4 (3), sdo menores
se comparadas as supracitadas espécidRlalieia mas ndo chegam a ser singular
(SAKAGAMI et al. 1993; SAKAGAMI & ZUCCHI 1974). EnF. schrottkyj cujas
células de cria sao dispostas em favo irregular, o tamanho da postura varid @€91
+ 1,83) podendo, assim, também apresentar alguns processos isolados de postura
(SAKAGAMI et al. 1973). O tamanho reduzido da postura pode ser uma tendéncia em

espécies com cria dispostas em formato mais aberto (favo irregular ou em cacho).

A ampla variagcdo na duragdo da fase de construcdo das célufasummpode
ter sido devido a uma possivel inclusdo do periodo de Extraoviposicdo na contagem de
tempo de alguns casos enquanto em outros ndo. Algumas fases de construcao ocorreram
mais rapidamente quando POPs paralelos foram realizados, enquanto outras receberam
lenta manipulacdo por operarias durante longos periodos de Extraoviposi¢cds. Neste
altimos casos, inspecdes e presenca da rainha proxima a estas ceélulas, nao

necessariamente indicaram um inicio do periodo de oviposi¢cdo, uma vez Bukiein
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0 descanso sobre o favo € comum. As rapidas constru¢des podem ter resultado da
auséncia da fase de Extraoviposicao entre POPs sucessivos, de modo que apenas as

fases de patrulhamento e excitacdo ocorreram.

Apesar de a construcao de novas célula’elacii ocorrer apenas proximo as
operculadas anteriormente, e ndo de modo tao especifico qnaNtaestaceicornisia
qual as células sao construidas exatamente ao lado de uma que recentemente recebet
postura (SAKAGAMI et al. 1993), € provavel que esta proximidade entre células em
construcdo e células recém operculadas influencie na velocidade da construcdo. A
atmosfera altamente excitada durante o POP em uma célula poderia estar exercendo
fortes influéncias sobre a atmosfera de uma construcdo proxima. O fator excitacao
durante a construgdo eim muelleri tem fortes implicacdes na duracdo desta fase
(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974).

As construcdes de célula dm lucii (126,52 + 69,51 min) sdo mais rapidas que
em P. droryana(214,5 + 39,2 min) (DRUMOND et al. 19964&), remota(4 = 0,6 h)
(DRUMOND et al. 1996b) &. poecilochroa(456 + 124 min) (DRUMOND et al.
1997), mas a construcdo nestas espécies envolve maiores numero de células por POP.
Plebeia julianii (127 + 11,8 min) além de ser a com menor niamero de postura por POP
antes de®. lucii, também é a que mais se assemelha a ela na reduzida duracdo da fase de
constru¢cido (DRUMOND et al. 1998). E provavel que construgdes mais rapidas

compensem posturas reduzidas ou singulares por POP.

Outro fator que pode influenciar o tempo para completar a construcdo de uma
célula é a condicao da colénia. Bnposticaeste variou em coldnias fortes e fracas e,
em alguns casos, houve oviposicdo mesmo com a construcdo incompleta da célula
(SAKAGAMI & ZUCCHI 1963). Neste estudo, os dados relativos aos POPs ldeii
foram obtidos em intervalos curtos de tempo, de modo a evitar possiveis influéncias de
variacdes nas condi¢Bes das coldnias. Desta forma, as variagfes observadas nas fases de

construcdo, assim como nas demais, ndo podem ser atribuidas a este tipo de influéncia.

4.1.3. Comportamento antes do aprovisionamento

A sequéncia comportamental durafte A emP. lucii ocorre como na maioria
dos meliponideos (SAKAGAMI E ZUCCHI 1974): a medida que fase final da

construcdo se aproxima, ha aumento no numero de operarias e grau de excitacdo. Apos
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fixacdo e inicio da espera pré-descam@ad),(a rainha permanece na célula até que o
aprovisionamento inicie. E interessante que ap0s o inicio desta fase ndo necessariamente
as operarias iniciam imediatamente a regurgitacdo. Operarias e rainha ainda podem se
revezar inimeras vezes ao se inserir na célula e a rainha pode, apés um tempo de espera.
caminhar sobre a mesma batendo as asas freneticamente. Isto se asdemelianig

cuja rainha pode realizar até seis inspecdes nas células em colar de um POP na fase pré
aprovisionamento (DRUMOND et al. 1998), mas difereTdeluckej cuja rainha nao

realiza insercdo na célula nesta fase, b.deuellerina qual a rainha passa mais tempo
cruzando o favo do que esperando nas células (SAKAGAMI & ZUCCHI)1974

A fixac&o unica enP. lucii difere da observada e posticacuja rainha faz
varias alternancias entre descansar e fixar até que a fixacdo definitiva ocorra durante
varios minutos e, com ela, a primeira descarga de alimento larval dentro da célula na
qual ela esta fixada (SAKAGAMI & ZUCCHI 1963).

4.1.4. Aprovisionamento, oviposicdo da rainha e operculacéo

O inicio do aprovisionamento ek lucii é liberado pela fixacdo da rainha nas
células prontas. Como ef. postica 0 comportamento da operaria M lucii no
momento da regurgitacdo € evidentemente diferente da simples inser¢cdo do corpo na
célula onde a rainha esta fixada, devido a distinta contracdo do metassoma e reacdo de
fuga exagerada apds aprovisionamento. No entanto, o comportame8tqoesiicade
inserir a porcao anterior do corpo e manter tal postura durante alguns segundos sem se
movimentar antes de aprovisionar (SAKAGAMI & ZUCCHI, 1963), ocorre mais
nitidamente apenas na primeira operaria Rle lucii. As operdrias subsequentes
geralmente realizam nitida contracdo do metassoma logo que se inserem na célula.
Como em outros meliponideos e espécieRldbeiaestudadas, a descarga de alimento
pela primeira operaria aumenta a agitagdo em torno da célula (SAKAGAMI & ZUCCHI
1974; DRUMOND et al. 1996a; 1996b; 1997; 1998).

Em P. lucii a duracdo da fase de descarga (13,62 + 4,92 s) e numero de
regurgitacoes (4,91 + 1,81) foram menores do que o observaéo @mryana(19,3 +
3s) (5,1 £ 0,7 regurgitacoes) (DRUMOND et al. 199€a)ulianii (19,9 £ 6,1) (7,4
1,2) (DRUMOND et al. 1998)P. poecilochroa (68,7 + 30,9 s) (11,6 + 2,3)
(DRUMOND et al. 1997) €. remota(46,8 + 12,4 s) (7,4+1,6) (DRUMOND et al.
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1996b). Nestas espécies o0 aprovisionamento em uma celula € Sincrénico e, desta forma,
nao ocorre apenas quando a rainha chega a célula, mas em rapida sucessao apos c
aprovisionamento da primeira daquele mesmo POP. Desta forma as células recebem
vérias regurgitacdes e ainda ha uma fase de espera até a chegada da rainle na cé
aprovisionada. EnP. lucii a rapida insercéo da rainha na célula apos as regurgitacdes

reduz o numero destas e a duracao da fase.

Em P. lucii esta limitacdo no niamero de regurgitacbes se deve ao fato de a
rainha estar ao lado da célula e inserir-se rapidamente assim que algumas regurgitacfes
sdo realizadas. A auséncia de um periodo de espera poOs-aprovisionamento também
poderia ndo dar espaco para exibicdes de alguns comportamentos observados em outras
espécies nesta fase, como, por exemplo, o de agitacdo de operdrias ap0s a regurgitacao
em S. postica Este é caracterizado por continuas insercdes momentaneas de operarias
na célula apresentando um peculiar tremor de corpo e direcionamento de antenas e
pernas anteriores para a rainha aparentando defesa de territério contra ela (SAKAGAMI
& ZUCCHI 1963).

A hipotese de limitacdo no niumero de regurgitacdedecii aqui proposta
foi reforcada pelo caso atipico com mais de 100 insercGes na fase de regurgitacdo na
colénia IV. Apesar das operarias apresentarem tremores no corpo, nenhuma reacao
contra a rainha e aparente defesa de célula foi observada. Tal fato evidencia que as
operarias assumem um comportamento em frenesi na fase de regurgitacdo com continua
insercdo na célula até que a rainha impeca sua continuidade com a oviposicao. Este
comportamento também foi evidenciado nas descricbes sobre o processo de
aprovisionamento de células em coldnias 6rfas (célula auxiliar e célula para postura de

operaria).

O numero e duragdo das fases de inspecdgsern P. lucii podem estar
relacionados com a duracéo do periodo Extraoviposicdo e auséncia de alternativas para
alimentacdo da rainha. A auséncia de alimentacdo da rainha por trofalaxis ou ovos
troficos poderia explicar a ocorréncia @deem quase totalidade dos POPs observados.

Os resultados aqui obtidos levantam a hipotese de que a primeipds um longo
periodo de Quiescéncia poderia ser mais demorada ou acontecer um maior niumero de
vezes devido ao grande periodo da rainha sem se alimentar. A duragdo e numero de

inspecdes diminuiriam nas células dos POPs subsequentes.
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A ingestdo de alimento ef. posticana qual também ndo ocorre alimentacao
da rainha por trofalaxis, também & demorada (5 - 7 s). Nesta espécie a ingestdo de
alimento larval e de ovos de operarias durante o POP ¢é a principal fonte de alimento da
rainha e casos em que a regurgitacdo foi retardada, a rainha mostrou urgéncia para
receber alimento visitando frequentemente o favo com crias novas e chegando a abrir
células e ingerir alimento (SAKAGAMI & ZUCCHI 1963). EA symeie A. australis
a fase de inspecéo também € a principal fonte de alimento da rainha, uma vez que nestas

espécies trofalaxis € ausente e ovos troficos raros (DRUMOND et al. 1999).

Isto difere de outras espéciesRlebeiacujaso; sdo caracterizadas como raras e
curtas, provavelmente devido ao fato da rainha nestas espécies obter alimento através de
formas alternativas no periodo de Extraoviposi¢cdo. EEnpoecilochroaa rainha se
alimenta de ovos tréficos e por trofalaxis e uérapida e ocorre apenas nas primeiras
células postas de um mesmo POP (DRUMOND et al. 1997)PEmroryana, P.
emerinae P. remotaa rainha também realiza curda apenas antes da sua primeira
oviposicdo, e esta também se alimenta de ovos tréficos antes do POP e trofalaxis é
descrita como rara ou inexistente (DRUMOND et al. 1996a; 1996b).

Em abelhas sem ferrdo a alimentacdo da rainha por trofalaxis € considerada
relativamente rara, sendo poucos o0s registros de sua ocorréncia nas diversas espécies de
Meliponini (SAKAGAMI & ZUCCHI 1963). Quando em uma espécie ha auséncia de
ovos tréficos, como observado émlucii, 0 aumento da duragdo e numero de ingestbes
de alimento larval ) no POP poderiam ser a alternativa encontrada ao longo da

evolucdo do grupo para alimentacéo da rainha.

A oviposi¢ao da rainha ef. lucii (10,27 - 18,67 s; 13,96 + 2,69; n= 11) € mais
demorada do que efR. droryana(l,2 - 5,8seg; 2.7 = 0,9; n= 10, symei(1,36 *
0,52 s) eA. australis (1,68 + 0,8 s) (DRUMOND et al. 1996a; 1999). Além das
contracfes metassomais e movimentos de antena e pernas dianteiras, suas asas realizan
uma batida curta e rapida semelhante ao observadhty poecilochrod DRUMOND et
al. 1997).

O fechamento da célula em. lucii ndo é iniciada imediatamente apds a
oviposicéo, diferentemente do observado $mpostica(SAKAGAMI & ZUCCHI

1963), na qual a rotacéo inicia imediatamente ap0s a oviposicad.edderyana,na
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qual sp é rara ou curta (DRUMOND et al. 1996a). Enschrottkyiha uma fase de
espera pré-operculacao (1,85 + 1,03) mais curta do qire krii (4,82 + 5,84 s).

O modo de fechamento da célula Bmlucii se assemelha ao &e schrottkyi,
pois ndo séo realizados através de rotacdo realizada por uma operéria, mas sim por
varias manipulando lateralmente a cera com a cabeca voltada para o orificio da célula
(SAKAGAMI et al. 1973). No entanto,ne P. lucii normalmente a operculacdo é
iniciada por uma operéria e, subsequentemente, até sete outras operarias também o
fazem trabalhando lado a lado, enquanto qué-esthrottkyide cinco a seis operarias
participam da operculacdo desde o inicio. Estas duas espécies envolvem um namero
consideravelmente maior de operarias nesta fase do que o observado em outras espécies
de Plebeia (DRUMOND et al. 1996a; 1996b; 1997; 1998), uma vez que ndo sao
limitadas pela atividade de rotacdo a qual permite que apenas uma operaria realize o
processo. EmP. lucii e F. schrottkyi trabalham na operculacdo quantas operdrias
couberam lado a lado no entorno da abertura da célula, resultando em numeros

semelhantes de operarias envolvidas no processo.

O tempo para fechamento de uma célulaRentucii (258 + 0,97 s) foi mais
demorado do que o observado @&ndroryana(101,3 £ 14,6 s) (DRUMOND et al.
1996a)e F. schrottkyi(119,32 + 31,99 s) (SAKAGAMI et al. 1973).

A operculacéo realizada no caso atipico da col6nia IV, em uma célula que havia
sido inspecionada pela rainha, mas que ndo havia recebido postura indica o quanto o
POP na espécie € estereotipado em uma sequéncia ritualizada executada pelas operarias

que é finalizada mesmo na auséncia de postura pela rainha.
4.1.5. Postura por operarias

O comportamento de oviposicdo por operarias deicii ausente em colbnias
com rainha e frequentes em coldnias 0Orfas, indica inibicdo quimica da ativacdo de
ovarios ou postura de operarias. Emnesella schrottkyiFriese (Apidae: Meliponini)
hidrocarbonetos cuticulares nas rainhas inibem a ativagdo dos ovérios das operarias
(NUNES et al. 2015). O fato das col6niasRiducii apresentarem um periodo longo de
laténcia (26,33 dias) para a producéo de células de macho apés a retirada da rainha
também suporta a hipétese de inibicdo quimica Ao contrar®. digcii, posturas por
operarias em colénias com rainha em espécies do género é algo comum e normalmente
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tem apenas funcéo trofica alimentando principalmente a rainha antes e durante eventos
de POP (DRUMOND et al. 2000). Além disso, Bdroryanaa rainha pode estimular

as operarias a coloca-los através da retencdo de operarias pelas mandibulas
acompanhadas por violentas tapeadas com as antenas e pernas dianteiras (DRUMOND
et al. 1996a).

Auséncia de postura por operarias em colénias com rainha foi descritB.para
minima (DRUMOND et al. 2000). Entretanto, estes autores descrevem e comparam
caracteristicas de trés colbniasRleminimae consideram que estas eram sem duvida
espécies distintas entre si. Conforme informac6es cedidas por CAMPOS (Comunicacgao
pessoal, 2016) e outras semelhangas com os resultados aqui obtidos, como auséncia de
invélucro ou pilares, operculacdo de célula realizada sem rotacdo e realizada por de
cinco a seis operarias, oviposicdo singular e auséncia de respostas hipnéticas pelas
operarias, a colonia d& minimaque ndo apresentou postura de operarias era de.fato

lucii.
4.2. ADICAO DE CELULAS AUXILIARES (ACA)

O elevado numero de células auxiliares em colonias orf& tecii indica a
perda da rainha como gatilho para producdo de rainhas de emergéncia. Este
comportamento € tipico enApis porque suas colbnias ndo produzem rainhas
frequentemente, mas apenas em periodos de formacdo de colbnias filhas. No entanto,
Meliponini produz gynes ao longo do ano (MICHENER 1974; IMPERATRIZ-
FONSECA E ZUCCHI 1995) e caso a rainha seja perdida sem outra para substitui-la a
continuidade da coldnia €, geralmente, comprometida. Producdo de rainhas de
emergéncia em abelhas sem ferrdo através da adicdo de célula auxiliar seria uma

alternativa a estas raras situacoes.

Plebeia lucii tem alto investimento nesta produgcdo independentemente da
colonia conter células de rainha em desenvolvimento ou mesmo gynes em celas de
aprisionamento. Larvas que dariam origem a operarias tém seus destinos alterados para
rainhas e apenas uma delas se estabelecera na colbénia. Desta forma, um trade-off na
producdo de novas rainhas ocorre em detrimento do desenvolvimento de futuras
operarias. Isto pode ter influéncias negativas na sobrevivéncia da col6nia, se somado a

reducao populacional e enfraquecimento resultantes da parada no POP. Aparentemente,
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a producdo de uma nova rainha é prioridade mesmo com alto custo energético em
termos de operarias mantenedoras da col6nia. Isto ndo se aplidarisaéia que
apresenta a adicéo de células auxiliares de oito a treze dias ap0s a retirada da rainha. Em
condi¢cbes naturais, este poderia ser um intervalo durante o qual a substituicdo se daria
por uma rainha produzida previamente e, assim, ndo haveria necessidade de producao
de rainhas de emergéncia (FAUSTINO et al. 2002).

O fato das col6nias 6rfds d& lucii retomarem o comportamento de adi¢ao
guando novas células de cria foram inseridas indica que o fator limitante para a
producdo de rainhas de emergéncia é a disponibilidade de células em idade ideal. Em
condi¢des naturais, a adicdo dessas células ocorre, provavelmente, dentro de uma janela
temporal definida pela idade das larvas em desenvolvimento. Desta forma, a alta
frequéncia de adi¢cdes poderia aproveitar ao maximo as células disponiveis em curto
espaco de tempo para alteracdo do destino das larvas. Operarias ratcomstnucao
de células auxiliares assim que novas células séo introduzidas experimentalmente na
colénia 6rfa como um reflexo deste comportamento. Apis 0 destino pode ser
alterado até o terceiro dia de desenvolvimento larval (FELL & MORSE 1984)..Em
varia ha indicios de que disponibilidade de larvas jovens seja um fator para adicdo de
célula auxiliar (FAUSTINO et al. 2002).

A idade das operarias de lucii, envolvidas nos trabalhos de construcéo e
aprovisionamento de células auxiliares, foi semelhantes a das operérias de
Scaptotrigona posticd.atreille (10 a 20 dias) . remotaHolmberg (12 a 24 dias)
(Apidae: Meliponini) envolvidas na constru¢do e aprovisionamentddi&as de cria
(POP) (SAKAGAMI & ZUCCHI 1963; van BENTHEM et al. 1995). Na casta operaria,

a divisdo de trabalho segue uma sequéncia ontogenética flexivel de atividades
(polietismo etério) que pode ser influenciada por necessidades internas da colonia e
idade das operarias, sendo que operarias mais novas geralmente estdo envolvidas em
atividades relacionadas a producdo de cria (MICHENER 1974; CEPEDA 2006;
GIANNINI 1997). Os resultados obtidos indicam que esta tendéncia também se aplica a

operarias trabalhando na construcéo da célula auxiliar em coldnias orfas.

O local para a adicdo da célula juntamente com a fase de Formacdo da
Concavidade sdo etapas importantes para o futuro processo de perfuracdo péla larva.

construcdes proximas a regido posterior da larva podem dificultar o acesso a célula
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auxiliar. A manipulacdo da cera resulta em uma Unica parede entre as células auxiliar e
larval caracterizada por ser fina e projetada para o seu interior (concavidade), o que
pode facilitar a localizacdo e perfuracdo da parede pela larva. E possivel que fatores
relacionados ao sexo também interfiram neste processo, uma vez que larvas macho néo

perfuraram células auxiliares.

O inicio e posterior interrupcdo das atividades de construcdo de uma célula
auxiliar em colbnias orfas d& lucii levantam questdes sobre o carater do estimulo para
a construcdo da mesma. Este estimulo poderia atrair ou sinalizar operarias para a adicao
e cessar antes da conclusdo do processo. A mudanca do local de constru¢cdo ou a
formacao final de duas células auxiliares em uma mesma célula também sugerem que
tal estimulo poderia mudar de posicdo em relacdo a superficie da célula. O fato de
células auxiliares terem sido adicionadas em células com postura de operarias aponta

gue tal estimulo deve estar presente em larvas de ambos 0s sexos.

A defecacéo pela larva pode ser delimitadora do fim da janela temporal para
adicdo da célula auxiliar, uma vez que a larva ndo se alimenta apos realiza-la. No
entanto, sua auséncia ndo poderia funcionar como estimulo ou atratividade para adicao
da célula uma vez que dezenas de células contém larvas pré-defecantes enapenas e
algumas delas a célula auxiliar é adicionada. E provavel que tal estimulo seja
proveniente de alguma estrutura da larva e que por isso possa mudar de posi¢cdo dentro

da célula juntamente com movimentagfes da mesma.

Em Apis melliferah& indicios de que a alimentacéo diferencial de larvas para
producdo de rainhas de emergéncia ndo é feita randomicamente, mas através da selecao
de gendtipos com baixa frequéncia na colénia (subfamilias reais raras) (MORITZ et al.
2005). Operarias podem, também, selecionar larvas totalmente irmés (preferéncia
patrilinear) e, assim, aumentar seu fitness inclusivo (CHALINE et al. 2003). Apesar das
evidéncias genéticas, mecanismos para estas sele¢des de larvas sdo desconhecidos. En
Meliponini, possiveis selecbes sdo dificultadas pela auséncia do contato direto entre
larvas e operérias observado em coléniaf\pie O fato de células auxiliares serem
adicionadas a células com larva macho também indicam pequena capacidade

discriminatoria das operarias nesta espécie.
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A construcdo da célula em relagdo a posi¢do da larva pode ter influéncias no
sucesso de perfuracdo da parede em comum e consequente alimentacao extra pela larva.
Isto é reforcado pelos dados de Raios-X que mostraram a laRalugi executando
ativa, mas limitada movimentacdo dentro da ceélula. Células auxiliares construidas
proximas a regido posterior da larva sdo mais dificilmente alcancadas. Isto poderia
explicar os casos de construcdo de duas células auxiliares em posicdes diferentes em
uma mesma ceélula e também os casos de esvaziamento da célula auxiliar com aparente

defecacao pela larva antes de perfurar a parede e ingerir o alimento extra.

O caso da célula auxiliar adicionada na col6nia Il que foi desfeita pelas operarias
apos aparente defecacao da larva, e de cuja célula emergiu uma rainha, indica que uma
larva mesmo tendo perfurado a parede da célula auxiliar pode empupar dentro do

espaco da sua prépria célula.

Apesar docomportamento construcdo de célula de rainha ser considerado como
homélogo em abelhas sem ferrdo (NUNES et al. 2015), os comportamentos de
perfuracdo de célula vizinha podem nao ter uma Unica origem, uma vez que diferem
grandemente entre si e quando comparados com o elaborado e especifico processo de
adicao de célula auxiliar em lucii. A homologia do comportamento de perfuracdo em
T. carbonaria Frieseomelitta,A. australise P. lucii precisa ser estudada com mais
detalhes considerando os processos comportamentais de perfuracao e adicao.

4.3. POPeACA

O processo de adicdo de célula auxiliar em colbnias 6rf&#s teii pode ser
considerado como ritualizado e semelhante em alguns aspectos ao POP, mesmo com a
auséncia da rainha. Uma das semelhancas foi que células construidas nos dois
processos, uma vez aprovisionadas, foram operculadas, ndo sendo esvaziadas nem
mesmo nos casos de auséncia de postura. Outra semelhanca diz respeito a duracéo total
e a duracdo da operculacdo principal entre os dois processos, apesar das células
auxiliares apresentarem a fase de transicdo com algumas operarias atrasando 0 processc

de operculacéo.

No POP deP. lucii a duracdo da fase de descarga e numero de regurgitacoes
sofrem influéncia da presenca da rainha que permanece fixada ao lado da célula e se

insere rapidamente assim que algumas regurgitacdes sao realizadas. Isto reduz o numero
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e a duracdo da fase. A duracdo da regurgitacdo na célula auxiliar foi maior do que
durante o POP e isto provavelmente devido a auséncia da rainha como limitacdo ao
frenesi de insercdo das operarias e por incluir a fase de transicAo com operarias

impedindo o avango da operculagao.

As oviposicdes mais demoradas por operarias podem evidenciar diferencas

fisiologicas em relacdo as rainhas na velocidade de liberagdo de ovécitos.

4.4, PRODUCAO DE CELULAS PARA APROVISIONAMENTO E POSTURA
POR OPERARIAS EM COLONIAS ORFAS (POPw)

Células produzidas em colbnias orfasRdducii apresentaram cera com aspecto
inicial mais escuro e grosso do que as resultantes de POP e ACA. Isto pode indicar um
trabalho de refinamento de cera diferenciado dos demais. Algumas células construidas
muito proximas umas das outras, fora os casos de adicdo de célula auxiliar, indicam
certo grau de desorganizacdo que nédo traz desvantagem a sobrevivéncia dos individuos
ali em desenvolvimento (ocorréncia de larvofagia), uma vez que ha indicios de que
machos ndo perfuram paredes de células adjacentes (secao 4.2). Mudangas em aspectos
das células de cria quando em condi¢cdo 6rfa também ocorrem eanbonaria,mas
nesta espécie o que varia é a disposicao dos favos de em espiral para irregular (NUNES
et al. 2015).

Diferente do observado no POP e ACA, células de macho construidas e
aprovisionadas erR. lucii foram operculadas apenas quando receberam postura. Isto
difere dePartamona testaceKlug e A. symeinas quais células podem ser fechadas
apos aprovisionamento sem receber um ovo ou mesmo, nesta Ultima espécie, fechadas
completamente vazias (SAKAGAMI et al. 1964; DRUMOND et al. 1999).

Em P. lucii foi possivel observar esvaziamento apenas nas primeiras células
construidas nas col6nias Orfas apds alguns minutos de simulacdo de postura por
operarias sem efetiva ocorréncia da mesma. Isto difere. dwulleri cujas células
aprovisionadas sdo mais frequentemente esvaziadas do que recebem postura
(SAKAGAMI & ZUCCHI 1974) em colbnias orfas.

E possivel que operarias @ lucii que simularam oviposi¢cdo nas referidas

primeiras células de macho construidas apresentassem ovocitos em desenvolvimento,
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mas nao prontos para a postura e que o consequente esvaziamento de células tenha mais
relacdo com um reduzido numero de operarias com ovarios em ativacdo do que com
uma total auséncia de ovarios ativos. Isto foi reforcado por paralelamente outras células

recém-operculadas contendo ovos serem encontradas.

Aumento gradual do numero de operarias com ovarios ativados em coldnias
orfas deP. lucii foi suportado pelos fatos de que com o passar do tempo: 1- o
esvaziamento de células devido a ndo ocorréncia de postura ter se tornado raro; 2- as
posturas por operdrias em uma célula terem aumentado de uma para até gaatro; 3-
construcdo de células passou de singular para multipla; 4- a ocorréncia de reabertura de
células recém operculadas para oviposicao ter se tornado frequente. Em col6nias o6rfas
deP. testacea ativacdo de ovarios de operarias € ndo sincronica. Nesta espécie, apenas
operarias que trabalham na regido da cria, contém muito pélen no papo e possuem
glandulas hipofaringeanas e de cera desenvolvidas apresentam ovarios ativos.
Reabertura de célula para oviposicdo também ocorre nesta espécie (SAKAGAMI et al.
1964).

Construcdes de células de macho e postura por operarias em col@pidsaie
26 dias ap6és o inicio da condicao 6rfa, indicam que a inibicdo de postura por operarias
em colbnias com rainha ndo ocorre apenas atraves de simples inibicdo comportamental
da oviposicdo, mas possivelmente envolvendo quimicos e inativacdo de ovarios. Isto
também foi evidenciado quando em um POPw de uma colénia que ha 37 dias estava
ativamente produzindo células de macho, a célula foi esvaziada ap6s néo ter recebido
postura e em cujas proximidades havia uma rainha virgem em descanso. Este fato
levanta a possibilidade de quimicos liberados pela rainh@. decii poderem atuar

sobre a ativacéo de ovarios e/ou supresséo da oviposi¢ao.

Estes dados sdo congruentes com outros encontrados em uma col@iia de
symeiencabecada por uma rainha virgem cujas operarias nao realizaram postura apos 21
dias de auséncia da rainha fisogastrica, mesmo com maior parte das operarias contendo
ovécitos bem desenvolvidos. Nesta mesma espécie, operarias em colbnias sem rainha
apesar de apresentarem ovocitos em desenvolvimento apos 15 dias nesta condi¢cédo, so
iniciaram postura apos 27 dias de orfandade (DRUMOND et al. 1999).
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Os dois tipos de ovos de operéarias observados em coldnias 6Fadudé se
assemelham aos observados oaptotrigona, P. droryanal. emerina e P. remota
(BEIG 1972; DRUMOND et al. 1996a; 1996b) diferenciando-se apenas pelo fato de o
ovo trofico ndo ser amarelado. E possivel que o ovo tréfic®.deicii seja mais
semelhante ao fluido metassomal observado nas trés espéPBilebeiasupracitadas,
uma vez que ambos, tal como uma gota, sdo imediatamente ingeridos por uma operaria

proxima.
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5. CONCLUSAO

O padrao geral do POP den lucii foi semelhante ao observado em outras espécies de
Meliponini, exceto pelo padrédo de postura Predominantemente Singular e operculagcéo
sem ser por rotagdo que sao relativamente raros na tribo. O POP na espécie € altamente
estereotipado, pois uma vez iniciado € concluido mesmo em casos com algum
comportamento atipico (atraso no inicio da regurgitacdo ou auséncia de postura). Nao
ocorréncia de comportamentos hipnéticos e de postura por operérids &rii
indicaram evolucdo diferenciada nas interacbes de dominancia entre rainha e operaria
em relacdo as demais espécies do género. A adicdo de célula auxiliar € o modo natural
de producao de rainhas dmn lucii, possibilitandcasde emergéncia em coldnias 6rfas.

Ela envolveu sequéncias comportamentais especificas e elaboradas, ndo podendo ser
confundida com simples perfuracdo de célula vizinha ou construcdo de células por
operarias para oviposicado e indica origem independente deste comportamdnto em
lucii. A formacao de concavidade e o local de construcdo da célula auxiliar em relagédo a
posicdo da larva sdo importantes para o sucesso de perfuracdo da célula anexa. Postura
por operdrias ocorreu apenas em coldnias 6rfds em células totalmente construidas e
aprovisionadas, com ocorréncia de mdultiplas posturas em uma mesma célula e de
oofagia apenas de ovos tréficos, o que indicou certo grau de organizacdo na producao
de células de macho mesmo na auséncia da rainha. As descricdes aqui apresentadas
podem ser U(teis para novos estudos filogenéticos do género com caracteres
comportamentais mais detalhadosRniucii.
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