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RESUMO

Os meliponineos sdao um grupo diverso de abelhas tropicais, altamente eussociais e importantes
polinizadores de plantas silvestres e cultivos agricolas. A meliponicultura é uma atividade
tradicional no Brasil e com grande potencial de expanséo, mas apresenta limitagcOes, dentre elas
aquelas relacionadas a producdo de novas coldnias em criatorios racionais. Nesse sentido
testamos o aproveitamento do excesso de rainhas virgens produzidas em coldnias de Melipona
subnitida para multiplicé-las, usando o minimo de recursos possivel das coldnias originais. As
rainhas virgens foram avaliadas quanto a diferentes categorias de idade, a influéncia desse fator
na aceitacdo pelas operarias e ao estabelecimento de novas coldnias, além dos principais
comportamentos realizados por esses individuos e sua possivel conexao a fatores fisioldgicos.
Depois disso avaliamos a eficiéncia de fecundacéo das rainhas e o estabelecimento das novas
colénias em meliponarios de ambientes e contextos de produgdo de machos distintos. Os
resultados demonstraram que no método de multiplicacdo de coldnias por aproveitamento de
rainhas virgens, a idade delas ndo é um fator limitante para sua aceitacdo pelas operarias nos
aspectos testados e que a existéncia de aglomeracGes de machos é fundamental para a
fecundacdo e a formacdo das novas colonias. Nessas condi¢des, 0 método apresentou 36,7%
de sucesso, produzindo uma nova col6nia a cada trés rainhas que seriam desperdi¢adas. O
método mostrou-se muito promissor, visto o aproveitamento das rainhas virgens, que
normalmente sdo eliminadas, 0 menor uso de recursos e a otimiza¢do do tempo na formagéo

de novas coldnias.

Palavras-chave: Agregacdo de machos. Conservacdo de polinizadores. Interagdes rainha

virgem-operarias. Meliponicultura. Producéo de col6nias.



ABSTRACT

Meliponines are a diverse group of tropical bees, highly eusocial and important pollinators of
wild plants and agricultural crops. Meliponiculture is a traditional activity in Brazil and has
great potential for expansion, but it has limitations, among them those related to the production
of new colonies in rational farms. In this sense, we tested the use of the excess of virgin queens
produced in colonies of Melipona subnitida to multiply them, using the minimum resources
possible from the original colonies. Virgin queens were evaluated for different age categories,
the influence of this factor on the acceptance by workers and the establishment of new colonies,
in addition to the main behaviors performed by these individuals and their possible connection
to physiological factors. After that, we evaluated the fertilization efficiency of queens and the
establishment of new colonies in meliponaries of different male production environments and
contexts. The results showed that in the colonies multiplication method by using virgin queens,
the age of the virgin queens is not a limiting factor for their acceptance by the workers in the
tested context, and that the existence of clusters of males is fundamental for the fertilization
and establishment of the new colonies. Under these conditions, the method had a 36.7% success
rate, producing a new colony for every three queens that would be wasted. The method proved
to be very promising, considering the use of virgin queens that are normally eliminated, less

use of resources and optimization of time in the formation of new colonies.

Keywords: Colony production. Conservation of pollinators. Male aggregation.

Meliponiculture. Virgin queen-workers interactions.
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1 INTRODUCAO

Os meliponineos sdo um grupo de abelhas eussociais e bastante diverso, com mais
de 500 espécies descritas em todo o0 mundo (ASCHER & PICKERING, 2021). Eles estdo
presentes nas regides tropicais e subtropicais e desempenham importante papel nos servigos
ecossistémicos, atraves da polinizacdo de plantas nativas e cultivadas dessas regifes
(GIANNINI et al., 2020). As colonias desses insetos sdo compostas por trés tipos de
individuos: machos, operérias e rainhas (SCHWANDER et al., 2010; GRUTER, 2020).

Na maioria das espécies desse grupo, a diferenciacdo das rainhas se da
essencialmente por fatores ambientais (alimentacdo), com baixa interferéncia genética.
Portanto, essas fémeas sdo formadas em células maiores, denominadas realeiras
(HARTFELDER et al., 2006). Entretanto, no género Melipona, a diferenciacdo dessas fémeas
ocorre através de uma combinacdo de ambos os fatores, com maior interferéncia genética
(SCHWANDER et al., 2010). Portanto, todos os individuos sdo formados em células de mesmo
tamanho e, além disso, ocorre um “excedente” na produg@o de rainhas, que pode variar de 5 a
25% em uma coldnia (SCHWANDER et al., 2010; VILLASBOAS, 2018; GRUTER, 2020).

O criatério de meliponineos se baseia principalmente no uso de espécies de
Melipona, e essa atividade é conhecida como meliponicultora. (NOGUEIRA-NETO, 1953).
Essa préatica é antiga e bastante promissora no Brasil, entretanto ainda necessita de melhorias
em muitos aspectos (VENTURIERI et al, 2012; FELIX, 2015). Uma das principais limitagoes
é a obtencdo de novas coldnias, visto que a coleta em ambientes naturais é proibida por lei em
funcdo da imensuravel importancia desses individuos na manutencao da biodiversidade nos
ecossistemas locais (VENTURIERI et al, 2012; GIANNINI et al., 2020). Logo, a atividade
deve depender, basicamente, de métodos artificiais de multiplicacdo das colbnias ja mantidas
em criatdrios registrados (CONAMA, 2020).

Os métodos de multiplicagdo mais difundidos e utilizados pelos meliponicultores
implicam em gasto excedente de recursos biologicos, e ndo otimizam a producéo, dado o tempo
relativamente longo para a obtencao de novas colénias (VILLAS-BOAS, 2012; 2018). Ento,
fazem-se necessarias alternativas aos tradicionais métodos, as quais permitam o uso potencial
de colbnias matrizes, de forma rapida e concisa.

Dentre as abelhas do género Melipona existentes no Brasil, a abelha popularmente
conhecida com jandaira (Melipona subnitida) é uma das poucas espécies que habita o0 semiarido
nordestino, apresenta grande importancia social e econdmica para a regido, especialmente para

o0 Ceard, o Rio Grande do Norte e a Paraiba, e se adapta bem a ambientes protegidos para a
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polinizacdo agricola (CRUZ et al., 2004; FELIX, 2015; JAFFE et al., 2015; MAIA-SILVA et
al., 2015). Além disso, suas populacdes estdo ameacadas principalmente pela degradacéo de
habitats e mudancas climaticas (GIANINI et al., 2017; LIMA; MARCHIORO, 2021).

Com base nesses enfoques, propde-se, neste estudo, aprimorar técnicas de
multiplicagdo em Melipona, ao utilizar a produgdo excedente de rainhas como uma estratégia
de producdo de novas colbnias, além de usar M. subnitida como modelo biol6gico

comportamental visando inferir mais informacgdes a respeito do melhor aproveitamento dos

individuos dessa espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um método de multiplicacdo de coldnias de jandaira (M. subnitida)

através do aproveitamento de rainhas virgens.

2.2 Objetivos especificos

1 — Conhecer o papel da idade e do comportamento de rainhas virgens de jandaira
(M. subnitida) na sua aceita¢do por parte de pequenos grupos de operarias;

2 — Testar 0 sucesso de acasalamento de rainhas virgens dessa espécie produzidas
pelo método de aproveitamento destas em ambientes com e sem aglomerados de machos;

3 — Auvaliar o estabelecimento e o desenvolvimento de suas coldnias produzidas

pelo método de aproveitamento de rainhas virgens.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Meliponineos

3.1.1 Origem e distribuicao

As abelhas sem ferrdo, ou meliponineos, constituem um grupo de insetos
pertencentes a familia Apidae, a subfamilia Apinae e a tribo Meliponini, que compreendem 58
géneros, dentre os quais se destacam Melipona e Trigona, e possuem mais de 520 espécies
descritas (e possivelmente outras 100 ainda ndo descritas) distribuidas na regido Pantropical do
globo terrestre (MICHENER, 2007; MICHENER, 2013; GRUTER, 2020; ASCHER;
PICKERING, 2021).

Os meliponineos formam o grupo mais antigo de abelhas eussociais (GRUTER,
2020). Nativas de regides tropicais e subtropicais do globo, fortes evidéncias apontam que o
centro de origem e a dispersdo delas tenha sido a Africa, no antigo continente Gondwana
(RASMUSSEN; CAMERON, 2010; ENGEL; RASMUSSEN, 2020). Essa afirmacdo é
embasada na presenca de formas primitivas de meliponineos restritas a esse continente e na
descoberta da ocorréncia dessas abelhas na Europa, no final do Eoceno (ENGEL,;
RASMUSSEN, 2020).

O registro féssil mais antigo € o da j& extinta Cretotrigona prisca, uma pequena
abelha operaria, com comprimento aproximado de 5 mm, encontrada em ambar em Nova
Jersey na América do Norte (MICHENER; GRIMALDI, 1988 a, b). Presume-se que essa
abelha tenha vivido durante o final do periodo Cretaceo (Maastrichtiano), ha 65-70 milhdes de
anos (ENGEL, 2000). E importante lembrar que a América do Sul era um continente isolado
até os periodos Plioceno-Pleistoceno, portanto, a distribuicdo das espécies atuais esta
relacionada, provavelmente, as mudancas climaticas recorrentes nesses periodos (CAMARGO,
2013). Portanto, estima-se que os meliponineos evoluiram no periodo Cretaceo superior e
existam ha aproximadamente 70-87 milhdes de anos (RASMUSSEN; CAMERON 2010;
CARDINAL; DANFORTH, 2011; MICHENER, 2013).

Atualmente essas abelhas sdo amplamente distribuidas no planeta, podendo ser
encontradas na Africa, no sudeste asiatico, ao norte da Australia, em parte do México, na
Ameérica do Norte, na Ameérica Central, incluindo algumas ilhas do Caribe, e nos paises da
América do Sul, com excecdo do Chile, tendo como limites biogeogréficos de ocorréncia das
espécies o sul do continente no Uruguai, no Paraguai e no noroeste da Argentina (MICHENER,
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2013). Estdo em maior abundancia na regido Neotropical sendo o Brasil detentor de
aproximadamente metade da diversidade ja descrita (CAMARGO, 2013; PEDRO, 2014).

3.1.2 Caracteristicas gerais

Os meliponineos apresentam alto nivel de organizacgéo social (eussociais), possuem
corbicula e se caracterizam pela presenca de um ferrdo atrofiado sendo, portanto, incapazes de
ferroar, fato que justifica sua nomenclatura usual, embora o termo correto devesse ser “abelhas
que nao ferroam” ao invés de “abelhas sem ferrdo” (RASMUSSEN; CAMERON, 2010;
ENGEL; RASMUSSEN, 2020).

As coldnias de abelhas sem ferrdo possuem populagdes que podem variar de 300 a
180.000 individuos, sendo geralmente maior em géneros como Scaptotrigona e Trigona, e
menor em espécies de Melipona, como Melipona subnitida, que possuem apenas algumas
centenas de individuos em seus ninhos (MICHENER, 1946; BRUENING, 2006; KARCHER
etal., 2013). As crias sdo produzidas em células de favos construidas com cerimen macio e ha
trés tipos principais de arranjos para essas construgdes: favos horizontais, verticais e células
agrupadas, com algumas variacoes entre estes (VILLAS-BOAS, 2012; 2018; GRUTER, 2020).

A diferenciacdo dos individuos na maioria das espécies de meliponineos ocorre por
maior influéncia dos fatores ambientais (alimentacao) e, assim, para a producédo de rainhas séo
construidas células de maior tamanho, que recebem maior quantidade de alimento larval
(ENGELS; IMPERATRIZ FONSECA, 1990; GRUTER, 2020). Essas células sdo chamadas
de realeiras e estdo localizadas na periferia dos favos (GRUTER, 2020). Dessa forma, maiores
quantidades de alimento larval desencadeiam uma resposta do sistema endocrino das larvas,
levando ao desenvolvimento de fémeas maiores e capazes de reproduzir as rainhas
(HARTFELDER et al., 2006). Os machos e as operarias sdo produzidos em células menores
do que as realeiras, mas de mesmo tamanho para ambos os sexos (GRUTER, 2020).

No entanto, no género Melipona, a diferenciacéo dos individuos ocorre através de
uma relacdo entre fatores genéticos e nutricionais, com menor influéncia do ultimo, de forma
que é principalmente a genética da larva que determina a sua casta (rainha ou operaria), ao
invés da nutricdo recebida. Dessa forma, ndo ha a necessidade de células maiores para conter
mais alimento, o que faz com que todas as células sejam do mesmo tamanho (KERR, 1950;
ENGELS; IMPERATRIZ FONSECA, 1990; SCHWANDER et al., 2010).

Esse grupo de abelhas produz naturalmente um ‘“excesso” de rainhas, € essa

proporcao é definida geneticamente, variando de 5 a 25% em cada disco (KERR, 1950;
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SOMMELIJER et al., 2003; WENSELEERS; RATNIEKS, 2004; HARTFELDER et al., 2006;
GRUTER, 2020). Geralmente as rainhas possuem tamanho menor em relagdo as operarias e
sdo produzidas durante todo o ano, aparentemente sem controle por parte da coldnia
(IMPERATRIZ-FONSECA; ZUCCI, 1995).

3.1.3 Aspectos reprodutivos

Apoés a emergéncia de uma rainha em uma coldnia, esta precisa ser selecionada
pelas operérias, realizar o voo nupcial, atrair machos e estimular a cépula e, depois disso,
retornar & coldnia para finalmente realizar a ovoposi¢do, para que entdo obtenha sucesso
reprodutivo (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 1998; VEIGA et al., 2017). Entretanto, no caso
das abelhas do género Melipona, na maioria das vezes esse evento ndo ocorre, e as rainhas que
séo produzidas em excesso na colonia geralmente s&o mortas ou expulsas do ninho pelas
operérias, dada a necessidade da presenca majoritaria de apenas uma fémea reprodutiva
dominante nesse contexto (KARCHER et al., 2013).

Dessa forma, essas rainhas virgens quando emergem, podem ter 0s seguintes
destinos: serem mortas, substituirem rainhas que lideravam as col6nias onde nasceram, ou
enxamearem e comecgarem novas coldnias (IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCI, 1995;
RATNIEKS, 2001). Recentemente, Wenseleers et al. (2010) relataram um possivel quarto
destino que seria o parasitismo social, ocorrendo quando essas rainhas invadem col6nias orfas
da mesma especie e sdo aceitas como as novas rainhas, mudando dai em diante a constitui¢do
genética da colénia. Em raros eventos, quando emergem em uma coldnia que ndo possui mais
rainha dominante, e que naturalmente precisa ser substituida, as chances de aceitacdo dessas
rainhas e posterior selecdo pelas operarias aumentam, principalmente quando exercem
comportamentos especificos que corroboram a efetividade na sua comunicacio (KARCHER et
al., 2013; SANTOS et al., 2016; ARAUJO et al., 2017; VEIGA et al., 2017). A selecdo da nova
rainha entre as varias candidatas também pode envolver parentesco genético e liberacdo de
feromonios (IMPERATRIZ-FONSECA,; ZUCCI, 1995; MEUNIER et al., 2011; SKALDINA,;
SORVARI, 2017).

Entdo, essas rainhas exibem uma variedade de comportamentos, buscando serem
aceitas, e isso inclui performances similares em seu repertorio comportamental, como: correr
pela col6nia, bater suas asas ritmicamente e dilatar o abdémen (IMPERATRIZ-FONSECA,
ZUCCI, 1995; VEIGA et al., 2017; OTESBELGUE, et al. 2018). Tais comportamentos estdo

intimamente relacionados a atratividade dessas abelhas e a alguns autores ja demonstraram que
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isso pode variar em funcdo da sua idade, o que implicaria em maior ou menor aceitagcdo na
colénia diante de contextos especificos (ENGELS; ENGELS, 1988; IMPERATRIZ-
FONSECA; ZUCCHI, 1995; MENESES, 2016; VEIGA et al., 2017).

Geralmente, as rainhas emergem sem exercer tais comportamentos e, dessa forma,
ndo geram respostas comportamentais especificas em operarias (IMPERATRIZ-FONSECA,;
ZUCCI, 1995; VEIGA et al., 2017). Assim, a primeira semana ap0s sua emergéncia é decisiva,
visto que é normalmente nesse periodo que adquirem o desenvolvimento glandular necessario
para a producdo de feromdnios sexuais para o acasalamento (ENGELS; ENGELS, 1988;
CRUZ-LANDIM et al., 2000).

E nesse periodo, apds sua selecdo pelas operarias, que as rainhas ja estdo aptas e
atrativas para a realizacdo do voo nupcial. Provavelmente sdo capazes de identificar sinais
quimicos, que as levam as agregagdes masculinas, e produzir seus préprios feromonios gerando
atratividade nos machos (ENGELS; ENGELS, 1988; FIERRO et al. 2011; VERDUGO-
DARDON et al. 2011). Essa comunicacgdo pode ser corroborada pelas operéarias, quando essas
saem da col6nia para forragear (VON ZUBEN, 2017). Alguns dias antes do voo nupcial ocorrer,
a rainha pode se manter proxima a entrada do ninho e realizar curtos voos de orientagéo e
reconhecimento do local (IMPERATRIZ-FONSECA, 1977; VAN VEEN; SOMMEIJER,
2000; SOMMELIJER et al., 2003; VOLLET-NETO et al., 2018).

Na maioria das espécies de abelhas sem ferrdo, os machos podem formar
agregacoes fora do ninho, em geral na rota por onde uma rainha ja aceita passara para o Voo
nupcial, permanecendo em frente e proximo a entrada ou em &rea mais dispersa do local de
nidificacdo, geralmente em repouso ou voando, mas sem entrar nas colmeias (ROUBIK 1990;
VAN VEEN et al., 1997; VON ZUBEN, 2017; VEIGA et al., 2018). Em algumas espécies de
Melipona, os machos podem se agregar em locais sem associa¢do ao ninho, assim como ocorre
em abelhas do género Apis (SOMMEIJER; DE BRUIJIN, 1995; VAN VEEN; SOMMEIJER,
2000; SOMMELIJER et al., 2004; SANTOS et al., 2014).

Geralmente esses individuos chegam pela manha, apresentam pico de atividade no
inicio da tarde e desaparecem no inicio da noite (KERR et al., 1962; VAN VEEN et al., 1997,
SANTOS et al, 2014). Essas agregacdes podem conter de dezenas a milhares de individuos e
aumentar de tamanho ao longo dos dias e um mesmo macho pode visitar o local de agregagoes
por alguns dias seguidos (FIERRO et al., 2011; BANZIGER; KHAMYOTCHAI, 2014;
KOFFLER et al., 2016; VEIGA et al., 2018).

E importante ressaltar que, em abelhas sem ferrdo, o potencial reprodutivo dos

individuos provavelmente contribui na escolha de parceiros durante o acasalamento. Nesse
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sentido, uma rainha pode selecionar machos mais aptos durante a cépula, e vice-versa (SMITH,
2020; VON ZUBEN, 2020). Isso ocorre, pois majoritariamente a fémea acasala apenas uma
vez, e 0 esperma do macho se mantém armazenado para a producdo de ovos durante toda a
vida dela. J& para os machos ocorre a perda do aparelho genital e posterior morte, que pode
acontecer até alguns dias depois (VEIGA et al., 2014).

3.1.4 Importancia e utilizagdo

Os meliponineos possuem grande importancia ecoldgica, visto que de 40 a 90% das
espécies de plantas nativas de areas tropicais sdo polinizadas por esse grupo (KERR et al., 1996;
TEIXEIRA, 2007; REYES-GONZALEZ et al., 2014). Essas abelhas, inclusive, podem
contribuir na dispersao de sementes de plantas nativas, ao coleta-las para uso em atividades de
construcdo no ninho e incorpora-las ao geopropolis (BACELAR-LIMA et al., 2006). Esse
comportamento conhecido como melitocoria, sugere a importancia dessas abelhas para a
manutencdo dos biomas locais (WALLACE; TRUEMAN, 1995; BACELAR-LIMA et al.,
2006).

Além disso, esses individuos tém alto potencial polinizador em culturas de
importancia agricola e podem explorar uma ampla gama de vegetaces em decorréncia de suas
diversas formas e tamanhos, além de algumas espécies serem capazes de realizar polinizagdo
por vibracdo com eficiéncia (SLAA et al., 2006; NUNES-SILVA et al., 2010). Dessa forma
podem ser mais eficientes que outras abelhas usadas comercialmente (GARIBALDI et al.
2013).

Também € importante ressaltar o potencial dessas abelhas na polinizacdo de
cultivos protegidos, onde beneficiam culturas como a do morango (Fragaria x ananassa), do
pimentdo (Capsicum annuum), do tomate (Solanum lycopersicum), da berinjela (Solanum
melongena), do mel@o (Cucumis melo) e da melancia (Citrullus lanatus) (MALAGODIBRAGA;
KLEINERT, 2004; CRUZ et al., 2004; HIKAWA; MIYANAGA, 2009; VENTURIERI et al.,
2009; BOMFIM, et al., 2013; BEZERRA, 2014).

Essas abelhas sdo manejadas por povos indigenas ha muitos anos, e isso inclui
civilizagbes, como o0s maias na Ameérica Central, os povos indigenas no Brasil, os pigmeus em
Uganda e as tribos aborigenes na Australia (POSEY, 1985; VIT et al., 2013). Esses povos
praticavam a meliponicultura, utilizando espécies de Melipona, visando a obtencdo de
alimentos e produtos medicinais (SCHUHLI; MACHADO, 2014; PARIS et al., 2020).

Entretanto, seu uso foi diminuindo em detrimento da introducdo da abelha Apis e, dessa forma,
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a apicultura foi ganhando maior destaque devido ao peso do valor comercial de seus produtos
(MEIXNER et al., 2010).

No Brasil, a meliponicultura tem sido realizada ha séculos no meio rural,
geralmente nas regides Norte e Nordeste (POSEY, 1985). Destaca-se a importancia para 0s
povos Kayapo, na regido Amazonica, que conheciam muito a respeito do comportamento e da
distribuicéo das espécies nativas (POSEY, 1985; SOUZA et al., 2012; DE CARVALHO et al.,
2014). Autores como Nogueira-Neto e Kerr, contribuiram no estudo e na divulgacdo da
atividade no pais, por meio de literatura Unica, com informagdes sobre manejos e guias
especificos (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006).

Até bem pouco tempo, o uso de meliponineos nédo tinha destaque merecido, porém,
os produtos dessas abelhas, principalmente o mel, tém ganhado visibilidade, e a atividade esta
em processo de transformagédo, em vias para sua consolidacao, pois é ecologicamente adequada
e com baixo investimento inicial (MAGALHAES; VENTURIERI, 2010). Essas abelhas
produzem meéis que podem ser utilizados para fins medicinais e, por essas propriedades unicas,
possuem bastante valorizagdo no mercado (VENTURIERI et al, 2012; SILVA et al., 2014;
JAFFE et al, 2015).

Além do mel, é importante lembrar que o pélen coletado por essas abelhas tem
recebido maior demanda no mercado de produtos naturais, devido a sua composicao rica em
proteinas. 1sso ocorre, pois, ao ser processado pelas abelhas, sofre a acdo de enzimas salivares
depositadas para sua conservacdo e, nessas condi¢cdes, passa a ser chamado de sabora ou
sambur4, dependendo da regido (VILLAS-BOAS, 2018).

O cerume, a propolis e a formacdo de novas col6nias também séo outros produtos
aproveitados com a criacdo dos meliponineos (VILLAS-BOAS, 2018). Demandas recentes
aumentaram a procura por col6nias levando alguns meliponicultores a se dedicarem também a
multiplicacdo e venda dessas espécies (VIT et al., 2004; CORTOPASSI-LAURINO et al.,
2006; MENEZES, 2010; VENTURIERI et al, 2012; VILLAS-BOAS, 2018).

As grandes vantagens da exploracdo racional dos meliponineos sdo: maior
facilidade de manejo das coldnias, desnecessidade do uso de roupas especiais de protecao, tanto
em ambientes protegidos quanto em éreas agricolas povoadas ou locais cujos criatérios acham-
se proximos a residéncias; forrageamento durante todo o ano, em condicdes climaticas
adequadas; alta diversidade de espécies, refletindo em diferentes tamanhos e habitos
ecologicos, possibilitando polinizagcdo de uma gama de espécies vegetais tropicais e
subtropicais, além da possivel exploracdo do mel e outros produtos de interesse econdmico
(HEARD, 1999; SLAA et al., 2006; VENTURIERI et al., 2012; GIANNINI et al., 2020).
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3.2 Limitacdes na Meliponicultura

Apesar do recente crescimento da meliponicultura, essa atividade ainda tem um
futuro incerto ameacado pela falta de informacgfes repassadas e pela perda de interesse,
principalmente pelos jovens filhos de produtores que moram no campo (BARBIERI, 2018;
REYES-GONZALEZ et al., 2020). Isso indica a perda do legado cultural associado a essa
atividade, além do uso indevido desses animais, que pode ser bastante prejudicial 8 manutengéo
de ninhos selvagens, alem de afetar a producdo de culturas com importancia agricola,
principalmente em paises como o Brasil (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012; REYES-
GONZALEZ et al., 2020).

Associado a isso estdo, principalmente, as mudancas climaticas e a perda de habitat
naturais, causada pelo desmatamento ou outras formas de degradacédo, que geram impactos na
distribuicdo e diversidade de plantas e abelhas, além de afetar a biologia desses animais
(IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012; LIMA; MARCHIORO, 2021). Em consequéncia
dessas problemaéticas, as populacdes desses insetos tém se tornado cada vez menores,
fragmentadas e separadas por grandes distancias (HRNCIR et al., 2019).

Visando amenizar esse problema e limitar a coleta desses animais silvestres na
natureza, voga, desde agosto de 2004, a Resolugdo do Conama n° 346, no Brasil. Recentemente,
houve adaptagdes na Resolucgdo n® 426 em 19 de agosto de 2020. Este documento orienta o uso
dessas abelhas e as enquadra como animais silvestres, restringindo, dessa forma, a obtencédo de
novos enxames. Assim, a comercializacdo de col6nias s6 deve ser realizada se estas forem
provenientes de multiplicacdes de col6nias matrizes ja criadas de forma racional (CONAMA,
2012; CONAMA 2020). No entanto, a maioria dos meliponicultores brasileiros segue na
clandestinidade (FELIX, 2015; VILLAS-BOAS, 2018).

Essas restricdes podem implicar em diminuic¢do de ninhos de uma area e, portanto,
na reducdo da diversidade genética daquelas populagdes, gerando outro fator de preocupacao:
a provavel chance da ocorréncia de endogamia nas populagdes. (GOULSON et al., 2008;
ZAYED, 2009).

Como ja citado, a meliponicultura no Brasil, ainda € uma atividade muito incipiente,
sendo necessaria sua evolucdo em diversos sentidos, pois geralmente tem pouca énfase no
orcamento dos agricultores (VENTURIERI et al., 2012; FELIX, 2015; JAFE et al., 2015).
Além disso est& baseada principalmente na utilizacao de abelhas do género Melipona, maiores
em tamanho e consequentemente mais produtoras de mel (KLEINERT et al., 2009). Embora

esse produto seja comercializado por um prego superior ao de Apis mellifera, ainda ndo é



23

regulamentado para a venda pelo Ministério da Agricultura e, ademais, 0 mercado também é
formado por consumidores habituados a comprar apenas 0 mel de abelhas meliferas do género
Apis (CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; VENTURIERI et al, 2012; JAFFE et al. 2015).
Apesar do grande potencial, 0 manejo de abelhas sem ferrdo ainda néo é utilizado
em escala necessaria para a polinizagdo das culturas agricolas no pais
(CORTOPASSILAURINO et al., 2006). Isso ocorre, em grande parte, devido ao conhecimento
inadequado da biologia dessas abelhas, o que dificulta o éxito do empreendimento a longo
prazo (VENTURIERI et al., 2012; VOLLET-NETO et al., 2018). Nesse contexto, para atender
as atuais e futuras demandas dos novos consumidores, torna-se necessario conhecer mais
profundamente a respeito da biologia desses animais promovendo tecnologias de manejo
adequados, alem de aprimorar as técnicas de multiplicacdo de coldnias visando a obtencéo
ecologicamente adequada e facilitada de enxames (VOLLETNETO et al., 2018).

3.3 Multiplicacéo de col6nias em abelhas sem ferréo

A multiplicacdo de col6nias em abelhas sem ferrdo representa uma forma de
conservar esse grupo de abelhas, visto que utiliza apenas colbnias ja adquiridas anteriormente
por iscagem, compra ou resgate de enxames, ndo implicando na retirada de ninhos selvagens
(VILLAS-BOAS, 2018; CONAMA, 2020). Além disso, corrobora o repovoamento de
populacbes em ambientes degradados, evitando a aquisi¢do predatdria e clandestina de ninhos
naturais.

Entretanto, os principais métodos de divisao de col6nias utilizados e recomendados
para 0 manejo dessas espécies usam bastante material bioldgico da col6nia matriz, causando
impacto na obtencdo de novas colonias (MENEZES, 2010; VILLAS-BOAS, 2018). Dessa
forma, esses métodos séo relativamente demorados, visto 0s processos naturais de selecéo que
envolvem os individuos reprodutivos. Logo, a compreensdo das etapas necessarias para a
multiplicagdo é um passo decisivo para a otimizag&o do sistema de obtengdo de novas col6nias
(MENESES, 2016).

Também é sabido que a maioria das espécies de abelhas sem ferrdo produzem um
baixo numero de rainhas por precisarem construir realeiras e abastecerem com grande
quantidade de alimento larval (VAN VEEN; SOMMEIER, 2000; SANTOS-FILHO et al.,
2006; GRUTER, 2020) Para contornar essa limitacdo, alguns estudos tém desenvolvido
métodos para a producdo desses individuos, através de técnicas in vitro, e estes mostraram-se

muito promissores para algumas espécies, além de permitirem redugdo do tempo para o
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estabelecimento da colénia quando comparado a métodos tradicionais (PRATO, 2010;
MENEZES et al., 2013; BAPTISTELLA et al., 2014).

No entanto, ainda ha a necessidade do uso de técnicas muito especificas e que
precisam ser testadas e adaptadas a cada espécie, o que pode ser um grande gargalo dada a
incipiéncia da meliponicultura e as dificuldades de acesso aos produtores rurais. Outro fator
limitante e que gera a perda de um ndmero expressivo de rainhas, € a problematica envolvendo
0 estabelecimento de ninhos perenes formados a partir desses métodos (MENEZES, 2010;
PRATO, 2010). Isso pode envolver desde o processo de aceitacdo das rainhas pela coldnia
(devido a agressividade das operérias), até fatores que podem interferir durante o voo nupcial,
associados a fisiologia dos individuos sexuados ou a possiveis ataques de predadores
(MENEZES, 2010; PRATO, 2011; MENESES, 2016; VEIGA et al., 2017). Assim, estudos
que visem minimizar esses gargalos fazem-se necessarios, além da soma de informacdes a
respeito da biologia desses animais (VOLLETNETO et al., 2018).

Em Melipona sabe-se que ocorre um excedente natural na producdo de rainhas,
como ja descrito anteriormente. Esses individuos produzidos possuem potencial reprodutivo e
geralmente ndo sdo na coldnia. Portanto, o aproveitamento dessas rainhas virgens excedentes
e normalmente eliminadas pela prépria colonia pode ser uma alternativa viavel as
multiplicagdes utilizadas convencionalmente, dado o melhor uso das abelhas produzidas em

uma coldnia, sem causar danos excessivos no plantel disponivel.

3.4 Abelha Jandaira (Melipona subnitida)

A jandaira € uma abelha endémica do Nordeste do Brasil, sendo uma das espécies
mais indicadas para a criacdo racional com fins lucrativos, principalmente nas areas semiaridas,
a qual tradicionalmente proporciona uma renda extra aos meliponicultores locais (JAFFE et al.
2015; CAMARGO; PEDRO, 2013). A criacdo dessa abelha é destaque principalmente nos
estados do Ceard, do Rio Grande do Norte e da Paraiba, e tem ocorréncia confirmada em mais
de 206 localidades no Nordeste (CRUZ et al., 2004; CAMARGO; PEDRO, 2013; FELIX,
2015; JAFFE et al. 2015; IMPERATRIZFONSECA et al., 2017).

O mel produzido por essa espécie possui maior umidade que o de Apis mellifera,
além de possuir carater medicinal, com propriedades antioxidantes, cicatrizantes,
antimicrobianas e anti-infecciosas (ALVES et al., 2008; SILVA et al., 2014). J4 o podlen

apresenta alto valor nutricional de aminoacidos e proteinas, bem como o aglcar manitol, de
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baixo valor caldrico, utilizado em produtos alimenticios para pessoas com diabetes (SILVA et
al., 2014).

Além disso, estudo recente concluiu que o extrato hidroetanolico da geoprépolis
produzida por esta espécie, possui potencial antioxidante, hepatoprotetor contra lesbes
hepaticas agudas e pode ser um produto natural promissor na quimioterapia (SOUZA et al.,
2013; PAIVA, 2020).

M. subnitida auxilia na polinizacdo e consequentemente na producédo de diversas
espécies vegetais da regido Nordeste, além de beneficiar culturas comerciais, como a do
pimentdo (Capsicum annuum) e da goiaba (Psidium guajava) (BRUENING, 2006; CRUZ et
al., 2004; ALVES; FREITAS, 2007). Freitas et al. (2000) e Oliveira Cruz et al. (2004)
confirmaram sua boa adaptacdo a ambientes protegidos, corroborada por seu facil manejo e
comportamento pouco defensivo.

Essa observacdo pode criar um mercado de aluguel e venda de col6nias dessa
espécie, ndo explorando somente o mel produzido, mas, utilizando seus servicos de polinizacdo
para beneficiar culturas comerciais, assim como algumas espécies de Bombus ja sdo utilizadas
(DELAPLANE et al., 2000; VELTHUIS; VAN DOORN, 2006; CRUZ; CAMPOS, 2009;
DAFNI et al., 2010; NUNES-SILVA et al., 2010; NUNES-SILVA, 2011).

Apesar da espécie ser nativa de um ambiente com rica diversidade vegetal, possui
um comportamento alimentar especifico e, por esse motivo, é capaz de voar a longas distancias
em busca de alimento e agua (BRUENING, 2006; SILVA et al., 2006; MAIA-SILVA et al.,
2014; MAIA-SILVA et al., 2015; IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2017).

Sdo adaptadas evolutivamente para suportar longos periodos de seca, além de
conseguirem manter sua col6nia apesar da imprevisibilidade de recursos, respondendo
rapidamente ao aumento da disponibilidade em campo (MAIA-SILVA et al., 2015). Dessa
forma, em periodos de escassez, reduzem as atividades e a producdo de cria a praticamente
zero, economizando reservas de alimentos e, assim, sdo capazes de restabelecer col6nias
contendo apenas algumas dezenas de operarias (HRNCIR et al., 2019).

E fato que essa espécie estda ameacada de extingao, e isso esta intimamente ligado
as mudancgas climaticas, ao uso inadequado de pesticidas e a exploracdo indevida de seus
recursos, ocasionando a destruicdo de seus habitat e ninhos naturais (POTTS et al. 2016;
GIANNINI et al. 2017; PINHEIRO et al., 2020; SILVA et al., 2020; LIMA; MARCHIORO,
2021). Essas circunstancias sdo preocupantes devido a baixa dispersdo de seus enxames
(OLIVEIRA et al., 2013).
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Portanto, independentemente do objetivo de explorar economicamente ou
simplesmente conservar a espécie, faz-se necessario o desenvolvimento de técnicas que

promovam a multiplicacdo dessas abelhas de forma eficiente (VOLLET-NETO et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Areas experimentais

O estudo foi conduzido entre agosto de 2019 e fevereiro de 2021, no Setor de
Abelhas, Departamento de Zootecnia, Campus do Pici, Universidade Federal do Cear4, situado
em Fortaleza — CE (03° 43" 02"S e 38° 32' 35"W, Altitude: 16 m) (Figural), e,
concomitantemente, de setembro a dezembro de 2020, em &rea experimental no Meliponario
S&o Francisco, em Aquiraz — CE (3° 54' 03" S 38° 23' 27" O; Altitude: 14,6 m) (Figura 2).

Ambos os municipios tém clima Tropical Quente Subumido, pela classifica¢do de
Kdppen, com periodos chuvosos entre 0s meses de janeiro e maio, e temperaturas médias entre
26°C e 28°C (IPECE, 2017). A vegetacdo predominante no Setor de Abelhas, em Fortaleza,
enquadra-se como Mata de Tabuleiro, j& no Meliponario Sdo Francisco, em Aquiraz,
predomina o tipo vegetacional de Cerrado Costeiro (MORO et al. 2015).

Figura 1 - Imagem do meliponério experimental e a localizagdo do Setor de Abelhas da

Universidade Federal do Ceara, em Fortaleza, Ceara.
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Figura 2 - Imagem do Meliponario S&o Francisco e a sua localizagcdo no municipio de Aquiraz,
Ceara.
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4.2 Obtencao de rainhas virgens e montagem de col6nias

Quinze coldnias matrizes saudaveis de abelhas da espécie M. subnitida (jandaira)
foram selecionadas no meliponario no Setor de Abelhas da UFC, das quais se obtiveram discos
de criaem estado maduro (crias emergentes) e os demais recursos utilizados ao longo dos testes
experimentais que incluiram operarias jovens e cerimen. Essa coleta foi realizada
semanalmente, em coldnias diferentes e com intervalo de pelo menos trés semanas entre as
coletas de cada col6nia. Esse manejo fez-se necessario para evitar danos excessivos no plantel.

Para a obtengdo das rainhas virgens (princesas), os discos foram acondicionados
em caixa pléstica, sobre tela de metal, forrada com papel toalha seco, e um pequeno espago
umedecido com agua limpa e filtrada, destinado ao acimulo de lixo pelas abelhas. Os
alimentos: energético (mel de Apis mellifera) e proteico (polen desidratado de Apis mellifera),
foram ofertados a vontade. Algumas operarias jovens foram introduzidas, com o intuito de
garantir a realizacdo de tarefas basicas e facilitar a emergéncia e alimentacdo das princesas. A
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caixa foi armazenada em estufa artesanal, com lampada vermelha de 15W para o aquecimento
das crias. Para o controle de temperatura e umidade, foi utilizado um termo-higrémetro modelo
MT-241, Minipa®, acoplado a estufa.

A medida que as princesas emergiam, foram marcadas no térax (com tinta atoxica,
Acrilex®), a fim de facilitar a identificacéo visual. Logo apds a marcacgdo foram introduzidas,
com ajuda de um aspirador-sugador caseiro para captura de abelhas, em placas de Petri
(90x15mm) contendo pequenos grupos de operarias jovens e/ou recém-emergidas (dez a 30
operarias), alimento energético e proteico, armazenados em micro tubos do tipo eppendorf (1,5
mL), e um pequeno pedaco de papel toalha umedecido para a inducdo de acumulo de lixo
(Figura 3). As placas foram identificadas com etiquetas contendo a data de nascimento da

princesa e a cor da tinta utilizada para a marcacao.

Figura 3 — Placa de Petri contendo rainha virgem e grupo de operérias. Fortaleza -CE.

Rainha virgem

Fonte: elaborado pela autora.

Para a montagem de colonias, foram utilizados ninhos modelos INPA,
(15x15cm), e em seguida, ofertados alimentos proteico — pélen desidratado de Apis mellifera
(Figura 4A), e energético — mel de Apis mellifera (Figura 4B), em tampas de garrafa pet,
potes artificiais produzidos com cera mista, um espaco dedicado & lixeira, cera pura de M.
subnitida moldada em formato de disco e alocada no centro da colmeia. Essa Ultima
providéncia foi uma alternativa ao uso de favos de cria visando a prevengédo de danos ao

plantel manejado.
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As colbnias (Figura 4C) foram montadas imediatamente antes da realiza¢do de cada
teste descrito nos préximos topicos. Em caso de necessidade em refazé-los, foi dada preferéncia
por montar novas caixas, para impedir que o odor caracteristico das rainhas utilizadas
anteriormente causasse interferéncia na resposta das operarias. A visualizacdo dos individuos
foi facilitada através de uma placa de vidro ou acetato transparente colocada sobre o ninho.

Figura 4 — Alimento proteico (A), alimento energético (B), e (C) col6nia montada e utilizada

em teste durante o experimento. Fortaleza-CE.
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Fonte: elaborado pela autora.
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4.3 Andlise comportamental e testes de aceitacdo de rainhas virgens

Inicialmente foram realizadas observagdes prévias com o intuito de definir os
principais comportamentos a serem registrados em rainhas virgens ao longo dos testes. Nessa
etapa foram montadas cinco colénias e, em seguida, introduzidas entre 30 e 50 operarias jovens

(ainda incapazes de voar), além de uma rainha virgem com 1 dia de vida, por colénia.

As observagdes foram realizadas ao longo de cinco dias, por 30 minutos diérios,
sendo: 15 min entre 9-10h e 15 min entre 14-15h. Esse periodo foi estabelecido, visto que €
possivel ter uma perspectiva das principais atividades realizadas pela rainha e suas interacdes
com a colbnia durante o dia e, em menos de uma semana, € possivel acompanhar os
comportamentos fundamentais durante o processo de aceitacdo de uma rainha virgem em uma
colonia (SILVA et al., 1972; IMPERATRIZ-FONSECA; ZUCCHI, 1995; SOMMEIJER et al.,
2003; SANTOS et al., 2015; OTESBELGUE et al., 2018). Durante os dias de observacéo,
foram introduzidas algumas operérias, simulando o contexto natural de nascimento de novas
operarias.

Dessa forma foram selecionados os seguintes comportamentos exercidos por
rainha virgem de M. subnitida: dilatar (inflar) o abdémen, correr e bater as asas pela col6nia e
girar em torno do proprio eixo, além dos comportamentos que envolvem os individuos da
coldnia, como trofaléxis, receber cortejo e andar sobre operarias.

Entdo, para a realizacdo dos testes de aceitacdo das rainhas virgens pelas operarias,
foram estabelecidas as seguintes categorias de idade de introdugéo de rainhas avaliadas em
contexto de colnia: um, trés, cinco, sete, dez e 14 dias ap6s a emergéncia. Ao total foram
avaliadas 70 col6nias e cada rainha observada quanto aos comportamentos exercidos, seguindo
0 padrdo mencionado.

A montagem das coldnias seguiu os protocolos ja descritos, no entanto a rainha foi
introduzida juntamente ao grupo de operarias em que estava confinada na placa de Petri,
durante o armazenamento em estufa. Assim foram registrados: a data da introducéo das rainhas
na coldnia, os comportamentos exercidos ao longo dos dias e a aceitacdo (ou ndo) pelas

operarias.
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4.4 Liberacdo e desenvolvimento de coldnias

Parte das col6nias obtidas apds o teste de aceitacdo foi liberada no meliponario do
Setor de Abelhas — UFC. Essa etapa se estendeu entre os meses de setembro de 2019 e marco
de 2020. Outras col6nias, seguindo 0 mesmo protocolo de montagem e introducao de rainhas
virgens, foram liberadas no meliponéario localizado em érea experimental em Aquiraz — CE,
entre os periodos de setembro e dezembro de 2020. As idades das rainhas liberadas variaram
entre um e 21 dias.

Em ambas as areas, foi observada a producéo de machos através da realizacao de
manejos semanais para a coleta de discos nas colénias disponiveis. Além disso, com maior
frequéncia (bissemanal), foram realizados manejos alimentares (mel e polen desidratado de
Apis mellifera) visando induzir o aumento na producdo desses individuos, visto que o nivel de
reservas alimentares influencia diretamente nesse aumento (SOMMEIJER et al., 2003;
CHINH; SOMMEIER, 2005; MORAIS et al., 2006). A liberacéo das coldnias formadas pelo
método ocorreu da seguinte maneira: geralmente ao fim da tarde, com aproximadamente 50-
60 operarias por caixa e alimento ad libitum.

Apos a liberagdo, as coldnias foram monitoradas quanto a permanéncia das
princesas até a realizacdo do voo nupcial e, em casos de retorno a coldnia, observadas
diariamente até a ocorréncia da primeira ovoposi¢do. Depois disso, realizaram-se registros
fotograficos semanais visando mensurar a quantidade de células ovopositadas pela rainha
fisogéstrica. Essa etapa de acompanhamento ocorreu no meliponario da Universidade Federal
do Ceara e totalizou oito semanas. O intuito foi acompanhar a velocidade de desenvolvimento
das col6nias formadas pelo método proposto. As contagens de células foram feitas com o

auxilio do programa Image J (Figura 5).
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Figura 5 - Disco de cria de coldnia de Melipona subnitida produzida pelo método de

aproveitamento de rainhas virgens, submetido a contagem de células pelo programa Image J.
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Fonte: elaborado pela autora.

4.5 Analises estatisticas

Apos a coleta de dados, foi computada a frequéncia geral dos comportamentos
avaliados sendo estes analisados quanto as categorias de idade de introducédo da rainha, com as
seguintes estatisticas multivariadas: distancia de Jaccard, para avaliar a similaridade entre os
dados; analise de agrupamentos, para formar grupos com maior similaridade entre as idades de
introducdo avaliadas, e anélise de componentes principais, para caracterizar os grupos formados
quanto aos comportamentos exercidos com maior frequéncia.

Para avaliar se a aceitagdo das rainhas virgens diferiu significativamente entre as

categorias de idade estabelecidas, foi realizado o teste exato de Fisher a 5% de significancia. A
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justificativa para o uso deste teste foi a ndo normalidade dos dados e por se tratar de dados de
presenca ou auséncia (aceita ou ndo aceita).

Na avaliagdo da ocorréncia de copula entre as areas testadas (Fortaleza e Aquiraz),
foi utilizado o teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia de 5%. A primeira ovoposicao
das rainhas fisogastricas (estabelecimento das coldnias) e o desenvolvimento das coldnias
foram analisados utilizando-se estatistica descritiva. Todos os testes foram realizados pelo
programa SAS versdo universitaria.
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5 RESULTADOS

O método de introdugdo de rainha virgens proposto resultou em 57 fémeas
reprodutivas aceitas dentre as 70 testadas, totalizando em 81,4% de aceitacdo efetiva no
contexto de pequenos grupos de operarias. Ndo houve diferenca estatistica entre as categorias
de idade avaliadas, sendo possivel inferir que a aceitacdo de rainhas virgens, para a espécie
estudada, independe da idade de introdugdo na col6nia, dentro do intervalo proposto (Tabela
1). Em casos de ndo aceitacdo, as rainhas foram agredidas e mortas em menos de 48h apos a

introducéo.

Tabela 1. Aceitacdo de rainhas virgens de jandaira (Melipona subnitida) no contexto de
pequenos grupos de operarias, quanto as categorias de idades avaliadas.

NuUmero de rainhas virgens Porcentagem de

Idade (dias) introduzidas Aceitagao™ aceitacdo (%o)

1 14 10 71,4

3 10 g 90,0

5 13 10 76,9

7 17 14 82,4

10 8 7 87,5

"y g 7 87,5
Total/média 70 57 814

* Teste exato de Fisher (p = 0,05). Fonte: elaborada pela autora.

Dentre os comportamentos exercidos pelas rainhas virgens nesse estudo, 0 mais
frequentemente observado foi a trofalaxia com operéarias (28%), seguido de inflar o abdémen
(25,5%) e girar em torno do préprio eixo (22,7%). Andar e bater as asas ritmicamente (13%),
receber corte de operarias (7,7%) e andar sobre operarias (3,1%) apresentaram menor expressao
ao longo dos dias de observacdo. Além dos comportamentos exercidos com frequéncia, foi
possivel observar outros tipos, em casos pontuais como inspecionar células construidas por
operarias, alimentar-se sozinha e evadir a potenciais ataques.

Ao longo dos dias de observacdo, houve expressdo de todos os comportamentos
descritos, entretanto em frequéncias diferentes para cada grupo e, ao se utilizar o método da
distancia de Jaccard foi possivel observar que existe dissimilaridade entre as categorias de idade
de introducdo testadas (Tabela 2). A maior distancia foi obtida entre as rainhas virgens
introduzidas com um e 14 dias de idade, seguido pela distancia entre as rainhas introduzidas

com um e trés dias de idade.
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Tabela 2. Distancia de Jaccard entre as categorias de idades avaliadas, quanto a expressdo dos

comportamentos de dominancia em rainhas virgens de jandaira (Melipona subnitida).

Idades (Dias)

Idades (Dias)

1 3 5 7 10 14
1 0
3 0,0721 0
5 0,0536 0,0173 0
7 0,0563 0,0282 0,0217 0
10 0,0688 0,0263 0,0264 0,0124 0
14 0,0747 0,0496 0,0231 0,0184 0,0121 0

Fonte: elaborada pela autora.

Com os dados de distancia multivariada, obteve-se grupos de rainhas virgens com

padrdes de comportamento similares: fémeas reprodutivas introduzidas com um dia de idade

apresentaram padrdes que diferem dos demais e, portanto, formaram o primeiro grupo; fémeas

introduzidas com idade de trés a cinco dias mostraram padrdes similares formando o segundo

grupo; e abelhas de sete, dez e 14 dias de idade formaram o terceiro e altimo grupo (Figura 6).

Figura 6. Dendrograma com grupos de rainhas virgens de jandaira (Melipona subnitida)

avaliados em categorias de idade e expressdo de comportamento de domindncia mais

frequentes.
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Fonte: elaborada pela autora.
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Para caracterizar os grupos formados anteriormente, realizou-se analise de
componentes principais. Nessa analise foram selecionados 0s dois primeiros componentes
principais (PC1 e PC2) pelo critério de Kaiser, em que se utilizam aqueles que tenham
autovalores maiores do que 1. PC1 e PC2 explicam, juntos, 77,2% da variancia dos dados de
comportamento em funcédo da idade (Tabela 3).

Tabela 3. Matriz de escores para as categorias de idade de introducdo de rainhas virgens de

jandaira (Melipona subnitida), nos dois componentes principais selecionados (PC1 e PC2).

Variaveis PC1 PC2

I 0.28 -0.32

G 0.27 0.59

AB 0.30 0.61

A 0.56 0.02

C 0.40 -0.29

T 0.53 -0.29
Autovalores 3.06 1.58
Variancia (%) 50.9 26.29
Variancia acumulada (%) 50.9 77.2

I- Inflar abdémen.; G- Girar em torno do proprio eixo; AB- Andar e bater as asas ritmicamente;
A- Andar sobre operarias; C- Receber corte; T- Realizar trofalaxis com operéarias. Fonte:
elaborada pela autora.

Dessa maneira, PC1 e PC2 foram plotados em gréafico biplot (Figura 7). Assim
constatou-se que a primeira categoria de idade de rainhas virgens (101) apresentou menor
frequéncia de execucdo dos seguintes comportamentos: girar em torno do proprio eixo (G),
andar e bater as asas ritmicamente (AB) e andar sobre operéarias (A). Em contrapartida, o grupo
2 (103 e 105) executou os comportamentos mencionados anteriormente de forma mais
frequente. O terceiro grupo de fémeas (107, 110 e 114), apresentou maior frequéncia dos
comportamentos: trofalaxis com operarias (T), receber corte de operarias (C) e inflar o
abdémen (1) (Figura 7).
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Figura 7. Gafico biplot com os dois primeiros componentes principais.
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G- Girar em torno do préprio eixo; AB- Andar e bater as asas ritmicamente; A- Andar sobre

operérias; T- Realizar trofalaxis com operérias; C- Receber corte; I- Inflar abdémen. Fonte:
elaborada pela autora.

Apesar da produgdo de machos ter sido constatada em ambos os locais, apenas em
Aquiraz foi observada a formagéo de agregacGes desses individuos em dois pontos. Ambos,
proximos a area geral de nidificacdo, especificamente nas colunas do meliponario,
aproximadamente a 2,5 m acima do solo. Os individuos estavam em poucas dezenas e
apresentaram pico de atividade entre 11 e 13h. Foi possivel observar também a presenca de
operarias nessas agregacoes. Essas formagOes estenderam-se por varios dias e até mesmo
semanas, entre os meses de setembro e outubro, no entanto houve diminui¢cdo gradual na
presenca de individuos ao final do més de outubro.

Dessa forma, o sucesso do método diferiu estatisticamente, ocorrendo producéo de
machos em ambas as areas, mas com formacdo de agregacGes em parte do ano, em Aquiraz-
CE, e sem formacdo de aglomeragdes desses individuos em qualquer época do ano, em
Fortaleza-CE (Tabela 4). Dentre as 30 col6nias liberadas no meliponério do Setor de Abelhas

na Universidade Federal do Ceara, trés obtiveram sucesso (10%). Suas rainhas tinham 18, 15
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e sete dias ap6s emergéncia e copularam nos meses de setembro, novembro e margo,

respectivamente.

Tabela 4. Ocorréncia de acasalamentos de rainhas virgens de jandaira (Melipona subnitida)
em areas distintas (Aquiraz — formacdo de agregacGes de machos em parte do ano; Fortaleza

—sem formacdo de agregacdes de machos em qualquer época do ano).

Numeo de 0 A Porcentagem
< A corréncia
Area colbnias de copula® de sucesso
testadas P (%)
Com agregacOes de machos 45 1923 26.7
em parte do ano
Sem agregacoes de machos 30 3b 10,0
em gualquer época do ano
Total 75 15

*Amostras seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Mann-

Whitney (p = 0,05). Fonte: elaborada pela autora.

J&, em Aquiraz, 12 das 45 rainhas liberadas no meliponario copularam (Tabela 4;
Tabela 5). Entretanto, a maioria desses casos ocorreu na presenca de agregacoes de machos
totalizando em 11 cdpulas nesse periodo (Tabela 5; Figura 8). As rainhas que apresentaram
fisogastria durante o periodo de agregacgdes foram liberadas em diferentes idades e tinham entre
trés e 21 dias (Figura 8). A Unica rainha que copulou fora desse periodo (em dezembro) foi
liberada aos sete dias apds a emergéncia. Portanto, 0 método de multiplicacdo proposto obteve

36,7% de sucesso em periodo de agregacgdes de machos (Tabela 5).

Tabela 5. Ocorréncia de acasalamentos de jandaira (Melipona subnitida) em meliponario

situado em Aquiraz — CE, em diferentes contextos de producéo de machos.

Contexto NUmero de colénias Ocorréncia de Porcentagem de
testadas copula* sucesso (%)
Presenca de agregacoes
(Set/Out) 30 11a 36,7
Sem presenca de 15 n 67

agregacoes (Nov/Dez)
Total 45 12
*Amostras seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de

MannWhitney (p = 0,05). Fonte: elaborada pela autora.
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Figura 8. Ocorréncia de acasalamentos em rainhas de jandaira (Melipona subnitida) liberadas

com diferentes idades em contexto de agregagdes de machos.
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Fonte: elaborada pela autora.

NUmero de rainhas liberadas

Das 15 rainhas que copularam (Tabela 3 ou 4) e retornaram as suas respectivas
coldnias, ao considerar ambas as areas (Aquiraz e Fortaleza), 13 sobreviveram e levaram entre
sete e 25 dias para a realizacdo da primeira ovoposi¢do, confirmando o sucesso das copulas e
seus estabelecimentos (Figura 9). A média de dias para o estabelecimento das coldnias
multiplicadas pelo método foi de 11, 4 dias.

Figura 9. Estabelecimento de multiplicacdes realizadas por método de introducéo de rainhas
virgens de jandaira (Melipona subnitida). A reta vermelha simboliza a média dos dados.
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Fonte: elaborado pela autora.
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A producgdo de celulas ovopositadas por rainha, para as 13 col6nias avaliadas
semanalmente, variou entre oito e 64 células totais, com média aritmética de 32,5 células, ao
fim da primeira semana. Ao final dos registros (oitava semana), o nuimero de células

ovopositadas variou entre 35 e 197, com média de 95,38 células totais (Tabela 6; Figura 10).

Tabela 6. Paralelo entre o inicio e fim dos registros de desenvolvimento das col6nias obtidas.

Numero total de células ovopositadas

Estatisticas descritivas

13 semana 82 semana
Média 32,54 + 17,44 95,38 + 51,26
Mediana 30,00 85,00
Moda 46,00 85,00
Minimo 8,00 35,00
Maximo 64,00 197,00
w® 0,63* 0,19*

W — Valor calculado no teste Shapiro-Wilk (a=0,05); * — Distribui¢cdo normal pelo teste de

Shapiro-Wilk (a=0,05). Fonte: elaborada pela autora.

Figura 10. Ovoposicdo semanal de rainhas fisogastricas de jandaira (Melipona subnitida) em

col6nias produzidas pelo método de aproveitamento de rainhas virgens.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, a idade de introducdo de rainhas virgens em pequenos grupos de
operarias ndo foi um fator limitante. Isso se deve, provavelmente, a montagem de um contexto
artificial, em que as potenciais possibilidades de morte de rainhas séo descartadas. Isso se deve,
ndo somente a eliminacdo da competicdo natural entre rainhas virgens que emergem
naturalmente em excesso em Melipona (KARCHER et al., 2013), mas também, pela utilizacéo
somente de operérias jovens.

A secrecdo das glandulas mandibulares, em abelhas sem ferrdo, parece estar
relacionada a producdo de feroménios. Entretanto, apesar do maior desenvolvimento dessas
glandulas em operarias jovens, os materiais secretados permanecem armazenados e Seu uso
esta relacionado apenas ao momento do forrageamento, que coincide com a maior producao
dos feromonios de alarme (CRUZ-LANDIM et al., 2011). Dessa forma, operarias mais jovens
estdo menos propensas a agressividade (PEARCE et al., 2001); e geralmente estdo associadas
a atividades internas da col6nia, como fornecimento do alimento larval e cuidados basicos com
as crias e as rainhas (atividades envolvendo o POP), além da construcdo e operculacdo de
células, bem como do processamento do material residual (lixo) (ROBINSON, 1992;
MORITZ; SOUTHWICK, 1992; ROBINSON; VARGO, 1997; WINSTON, 2003; PANDEY;
BLOCH, 2015; MATEUS et al., 2019). Portanto € menos provavel que sejam agressivas com
as rainhas virgens.

Ademais, o confinamento dessas rainhas com um grupo de operarias em placas de
Petri pode ter funcionado como uma “pré-selecdo”, visto que o contexto social ¢ essencial
sobre competéncias reprodutivas e expressdo da atratividade em rainhas virgens (VEIGA et
al., 2017), sendo que isso estd intimamente ligado a expressdo de comportamentos de
dominancia em relacdo aos demais individuos da colénia (IMPERATRIZ-FONSECA &
ZUCCHI, 1995). E, diferente do que ja foi discutido para operarias jovens, a atividade das
glandulas mandibulares em rainhas virgens, quando emergem, € mais alta e, além disso, a
producdo do hormonio juvenil é maior, e esses fatores estdo relacionados a expressao de
feromonios e ao estado reprodutivo (CRUZ-LANDIM et al., 2011; CARDOSO-JUNIOR et
al., 2017).

E importante ressaltar também que operarias jovens possuem exoesqueleto
relativamente macio e, dessa forma, sdo incapazes de executar ataques de forma eficaz
(MICHELETTE; SOARES, 1993; CASSILL et al., 2008; ANDERSEN, 2012). Esse fato
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também corroborou para a sobrevivéncia dessas rainhas até que recrutassem um grupo maior
de operarias na colonia.

Os comportamentos exercidos por rainhas virgens de M. subnitida estdo de acordo
com os frequentemente descritos na literatura para outras espécies de Melipona
(IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI, 1995; JARAU et al., 2009; VEIGA et al., 2017).
Também foi possivel observar que, diante o contexto proposto, rainhas com um dia ap6s
emergéncia apresentaram tragos comportamentais e morfoldgicos que indicavam atratividade,
como girar em torno do proprio eixo, acompanhados de distensdo abdominal (CAMARGO,
1972; IMPERATRIZ-FONSECA & ZUCCHI, 1995; VEEN et al., 1999; KARCHER et al.,
2013; VEIGA et al., 2017).

Sabe-se que, em algumas espécies de abelhas sem ferrdo, rainhas ja nascem aptas
para a reproducdo (CAMARGO, 1972; SOMMELIJER et al., 2003). Ademais, Veiga (2017)
levantou a hip6tese de que essa precocidade reprodutiva pode sugerir um tipo de estratégia
diretamente ligada as pressoes de alta competi¢ao reprodutiva dada a produgao “excessiva” de
rainhas a que as espécies de Melipona estdo submetidas. Portanto, para rainhas de M. subnitida
seria vantajoso expressar aptiddo reprodutiva mais cedo, além de manter esse estado por mais
tempo, garantindo maior oportunidade de se reproduzir e perpetuar genes.

Em contrapartida houve a formacdo de grupos que apresentavam padrdes
comportamentais mais similares. Sabe-se que o pico reprodutivo, em rainhas de algumas
espécies desse grupo de abelhas, acontece por volta dos dez a 14 dias de vida (ENGELS &
ENGELS, 1988; ENGELS et al., 1993; SANTOS, 2012). Portanto, isso pode sugerir que,
apesar de as rainhas de M. subnitida estarem aptas muito jovens, provavelmente apresentam
variacdes hormonais em sua curta ontogenia (FERREIRA-CALIMAN et al., 2013), expressas,
neste caso, pela maior frequéncia de comportamentos especificos a medida que envelheceram.

E provavel que rainhas muito jovens (um dia de emergéncia) de M. subnitida,
sejam eficientes em induzir respostas especificas apenas em operarias (KOEDAM et al., 1995;
VELTHUIS et al., 2006; KARCHER et al., 2013; VEIGA, 2017) e ndo em machos. Isso é
confirmado pela maior distancia entre padrGes comportamentais em rainhas de um e trés dias
e de um e 14 dias. Algo que ndo ocorre entre rainhas de trés e 14 dias, sugerindo uma maior
linearidade nesse periodo. Isso também é corroborado pela ocorréncia de acasalamentos em
rainhas liberadas entre de trés e 21 dias apds emergéncia.

A vitelogenina (Vg) é uma proteina associada ao desenvolvimento ovariano em
abelhas e pode refletir o status reprodutivo desses individuos (JEDLICKA et al., 2016;
LOCKETT et al., 2016; AWDE et al., 2020), pois seu aumento coincide com o periodo que
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antecede o voo nupcial em meliponineos (ENGELS, 1987). Se esse for o caso também para
rainhas virgens de M. subnitida, entdo os eventos ja citados podem estar relacionados a um
provavel aumento da producédo de Vg em rainhas a partir de trés dias de vida, que se mantéem
por pelo menos trés semanas.

Esses eventos também podem ser explicados pelo possivel aumento na producao
de diferentes compostos volateis por glandulas cefalicas em rainhas virgens, a partir dos trés
dias de vida, que ja indicaram ser capazes de gerar atratividade em machos a diferentes
distancias (VERDUGO-DARDON et al. 2011), ou ainda, pelo inicio (ou aumento) da produgéo
de hexanoato de isopropila, produzido por glandulas abdominais. Em Tetragonisca angustula,
esses compostos volateis produzidos tanto por rainhas virgens quanto por fisogastricas,
provocaram forte resposta em machos de agregac6es (FIERRO et al., 2011).

Apesar da constante producdo de machos em M. subnitida, ja relatada na literatura
(CONTEL; KERR, 1976), foi possivel confirmar que o sucesso do método proposto esteve
intrinsecamente ligado a maior producéo desses individuos e a formacéo de agregados. 1sso foi
certificado pela majoritaria ocorréncia de acasalamentos em rainhas durante a formacdo de
agregados de machos dessa espécie em Aquiraz — CE, sendo de suma importancia realizar
manejos visando a sincronizacdo da maior produc¢éo dos individuos sexuados de uma &rea com
a realizacdo de praticas de multiplicacdo. E, embora isso ocorra, ainda houve alguns casos de
acasalamento fora desse contexto. I1sso pode indicar mais um tipo de estratégia evolutiva dessa
espécie, com a ocorréncia de copulas mesmo em periodos de maior escassez de recursos no
campo. A ocorréncia de acasalamentos fora do periodo de maior producdo de machos,
novamente, é endossada pela producdo de individuos sexuados durante todo o ano (CONTEL,;
KERR, 1976) e pela aptidao reprodutiva prolongada dessas rainhas, ja discutida anteriormente.

Em Fortaleza, a producdo de machos foi observada durante as coletas de discos
realizadas em todo o estudo, no entanto, ndo houve formacdo de nenhum ponto de agregacéao
no local. A baixa producdo desses individuos pode estar relacionada, neste caso, a
disponibilidade de alimento no campo e aos estoques, principalmente de pélen, das coldnias
matrizes (BEGO, 1983; MOO-VALLE et al., 2001; 2004; MENESES, 2016). Em Melipona
becheii, a quantidade de pdlen em reservas na col6nia e capaz de afetar o tamanho do corpo de
machos, a sua producéo de espermatozoides e a velocidade de maturidade sexual (PECH-MAY
et al., 2012). Ha evidéncia de que esse déficit esteja ligado a fatores ambientais, como
temperatura (VAN VEER et al., 1999). No entanto, esse parece ndo ter sido o fator
determinante, dada as condi¢Ges semelhantes de clima e temperatura em ambos os ambientes

testados em Fortaleza e Aquiraz — CE.
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A produgdo de machos em grandes nimeros e, consequentemente, os agregados
desses individuos geralmente ocorrem quando as col6nias estdo muito fortes. Para isso ha a
necessidade de uma rica e diversificada flora dentro do raio de voo das abelhas capaz de
fornecer alimento (p6len e néctar) em abundancia durante determinado periodo do ano, como
observado nas areas de ocorréncia natural de M. subnitida (ZANELLA, 2000; MAIA-SILVA
et al., 2020). No caso das colénias mantidas em Fortaleza, o Campus do Pici da Universidade
Federal do Ceara esta localizado em area urbana altamente antropizada e com pouca cobertura
vegetal (GUIMARAES, 2011; PINTO, 2019).

Além disso, a oferta de alimento para as abelhas varia drasticamente entre o
periodo seco do ano (setembro a janeiro), quando ha a floracdo da maioria das espécies vegetais
presentes na area, e o periodo chuvoso (fevereiro a junho), quando praticamente nao ha oferta
natural de alimento para as colonias (MENESES, 2016; NASCIMENTO, 2016). Apesar dos
constantes manejos alimentares realizados com essas colonias, ndo se conseguiu resultados
semelhantes aqueles observados no meliponario Sdo Francisco em Aquiraz, onde as abelhas
tinham acesso a floradas diversas e abundantes na maior parte do ano. Provavelmente, a dieta
pouco variada a base de polen desidratado predominantemente monofloral coletado por Apis
mellifera consiga apenas manter as col6nias em periodos de escassez de alimento, mas nédo seja
o suficiente para estimular o investimento em reproducgdo representado pela producdo de
machos em grandes nimeros.

Embora néo esteja claro como os meliponineos escolhem entre diferentes tipos de
polen, com base em seu valor nutricional, torna-se imprescindivel associar um pasto apicola
adequado as espécies utilizadas e, em caso de deficiéncia de floradas naturais no campo,
manejos alimentares devem ser constantes e com uma dieta adequada, garantindo, dessa forma,
0 aumento na producéo geral das coldnias e, consequentemente, no numero de machos (PECH-
MAY et al., 2012; MENESES, 2016). Isso é endossado pela evidente associacdo entre a maior
diversidade de fontes de polen e a melhora da saude em abelhas (ALAUX et al. 2010;
PASQUALE et al. 2013; DOLEZAL et al. 2019).

Um gargalo ainda ndo solucionado e apontado por alguns autores (CAMARGO,
1972; MENEZES, 2010; PRATO, 2010; MENEZES et al., 2013) é a perda de um consideravel
numero de rainhas durante o voo nupcial. Essa problematica foi um fator limitante nesse estudo
e, provavelmente, esta relacionada ao ataque de predadores presentes nas areas de liberacéo
das colbnias ou a fatores fisioldgicos relacionados a rainha, que a fizeram se perder no retorno

ao ninho.
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Quanto ao estabelecimento das colénias geradas pelo método proposto, notou-se
um menor tempo meédio necessario quando comparado a técnicas convencionais testadas em
outro estudo com M. subnitida (MENESES, 2016). O desenvolvimento das col6nias obtidas
foi acompanhado em Fortaleza — CE durante 0os meses mais secos (setembro a janeiro) e o
inicio do periodo chuvoso (fevereiro); e a producdo média de células ovopositadas foi
satisfatdria, semelhante ao obtido por Meneses (2016), em colénias manejadas em condicGes
de confinamento.

As diferencas produtivas observadas entre as colénias desse estudo provavelmente
estdo associadas a falta de recursos especificos para M. subnitida em campo, poucas reservas
de polen na coldnia, além das caracteristicas individuais das rainhas, como a possivel presenca
de ovariolos mais alongados (VELTHUIS, 1976), no entanto essas caracteristicas ndo foram
analisadas. Além disso, é importante ressaltar que essas multiplicagdes receberam menor
incremento e doacBes de recursos se comparadas as coldnias formadas pelos métodos
normalmente utilizados.

Na realizagdo de multiplicagBes por técnicas convencionais, s e possivel a
obtencdo de até duas coldnias em um mesmo periodo, para cada matriz utilizada (NOGUEI-
RANETO, 1953; CORTOPASSI-LAURINO et al., 2006; VILLAS-BOAS, 2018). Entretanto,
utilizando-se 0 método de aproveitamento de rainhas virgens, esse nimero varia de acordo com
a producdo dessas fémeas por espécie. Para a espécie avaliada, a producéo de rainhas varia
entre 7-8% em uma populagdo (KOEDAM et al., 1999). Logo, em um disco com 100 ceélulas,
podem emergir sete ou oito rainhas. Portanto, ser& possivel obter-se até oito rainhas para se
tentar fundar novas col6nias. Considerando-se a taxa de sucesso de 36,7% obtida nesse estudo
(contexto com maior producdo de machos e formacdo de agregados), seria possivel obter-se
até trés colonias a cada oito rainhas utilizadas, com investimentos minimos. Utilizando-se o
parametro de doacgdo de recursos em divis@es tradicionais como referéncia (dois a quatro discos
de crias maduras para gerar uma col6nia), esse nimero aumentaria para seis colonias. 1sso
representa um consideravel incremento nas multiplicac6es de colonias.

Nesse contexto, diferente dos métodos tradicionais, que utilizam em torno de 30 a
50% de material biol6gico das colénias matrizes (VILLAS-BOAS, 2018), além de maior tempo
para a obtencdo de coldnias, dada a emergéncia de rainhas, e posterior selecao pelas operarias
(WENSELEERS; RATNIEKS, 2004), o método de multiplicacdo por aproveitamento de
rainhas virgens propicia a otimizagdo do processo de obtencdo de enxames, pela introducao
de uma Unica rainha virgem por coldnia, possibilitando que essa expresse todo o seu potencial

reprodutivo.



47

7 CONCLUSOES

O presente estudo permite concluir-se que é possivel aproveitar as rainhas virgens
produzidas em excesso em colénias de jandaira (Melipona subnitida) para formar colénias com
pequenos grupos de operarias, com essas rainhas geralmente apresentando o comportamento
tipico e sendo aceitas pelas operarias independentemente de suas idades entre um e 14 dias.

Também se pdde concluir que essas rainhas conseguem acasalar-se com sucesso,
desde gque sejam liberadas em ambientes com a presenca de muitos machos, sendo a existéncia
de aglomeragGes de machos importante para altas taxas de sucesso de acasalamento.
Finalmente, essas rainhas sdo bem-sucedidas em estabelecer novas colénias, permitindo
concluir que o método de aproveitamento de rainhas virgens constitui uma alternativa viavel
para produzir um numero bem maior de novas coldnias de jandaira (Melipona subnitida) a
partir de cada col6nia matriz, utilizando-se as rainhas virgens que ja seriam normalmente

eliminadas.
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