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“Enquanto fiquei ali, na escuriddo crescente, pensei que com essa simples hipdtese eu
havia decifrado o enigma daquele mundo, decifrado todo o segredo daquele povo tao
simpatico. Talvez, as medidas que eles tinham desenvolvido para conter a explosdo
populacional tivessem funcionado além do previsto, tendo como resultado a
diminui¢ao da populagdo, ao invés de manté-la estacionaria. Isso explicaria as ruinas
abandonadas. Minha hipdtese era bastante simples, bastante plausivel — como alids

acontece com a maior parte das hipdteses equivocadas.”

Viajante no Tempo em “A Mdquina do Tempo” - H. G. Wells, 1895.
(Obs: Na tradugdo do livro, consta a palavra teoria no lugar de hipdtese. Considerei minha

substituicdo mais adequada a natureza do trabalho.)

“0O enorme volume de publicacdes cientificas atuais sugere que a maioria de nds
provavelmente estd errada na maior parte do tempo, embora alguns equivocos
possam desempenhar um papel criativo na pesquisa. Mesmo lutando para estarmos
certos, vamos fazer uma pausa para admirar a grande arte de ser produtivamente

errado.”

Kaiser & Creager em “O jeito certo de errar” - Scientific American, Julho de 2012.
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INTRODUCAO GERAL

Quem sao as abelhas sem ferrao?

Devido a uma intima relagdo com as flores, e notavel diversidade, as abelhas sem
ferrdo sao consideradas um importante grupo de insetos polinizadores, em especial da
flora nativa pertencente a sua drea de ocorréncia natural (Roubik, 1992; Wilms, 1996;
Ramalho et al., 2004). As abelhas sem ferrdao, também chamadas de meliponineos, sdo
insetos eussociais (Wilson, 1971; Lin & Michener, 1972), com ferrdo atrofiado
(Michener, 2007), e distribuem-se por toda a Zona Tropical e Subtropical do mundo,
com excec¢ao das llhas do Pacifico (Camargo & Pedro, 2007; Rasmussen, 2008; Eardley
et al.,, 2009). As 500 espécies conhecidas para esse grupo fazem parte da tribo
Meliponini (Hymenoptera, Apidae) (Michener, 2013), na qual estdo inclusas abelhas de
variados tamanhos, formas, cores e repertdrios comportamentais (Michener, 2007;

2013).

A criacdo das abelhas sem ferrdo é conhecida como meliponicultura (Nogueira-
Neto, 1997) uma atividade econGmica realizada para diversos fins. O principal produto
gerado atualmente é o mel (Vit et al., 2013), uma substancia acucarada que tem sido
explorada hd séculos por povos tradicionais no continente americano (Posey, 1983;
Camargo & Posey, 1990). Existem outros produtos, também merecedores de atencao,
e que apresentam potencial para serem comercialmente explorados, a exemplo do
polen (Menezes et al.,, 2012) e do propolis (Liberio et al.,, 2011; Cunha et al., 2013).
Nesse contexto, surgem produtos secunddrios ou servicos, como a utilizacdo das

abelhas sem ferrdo na educacdao ambiental e no lazer (Freitas et al., 2007).

Nos ultimos anos, o produto que vem ganhando notavel importancia sdo as
proprias colonias. A meliponicultura encontra-se num momento em que grande
numero de colbnias é necessario, frente as demandas do mercado, em especial o da
polinizacdo agricola (Cortopassi-Laurino, 2006; Contrera et al., 2011; Venturieri et al.,
2012). Através da massiva producdo de novos ninhos sera possivel alimentar tal
mercado. A producdo em larga escala de col6nias ainda ndo é uma realidade para as
abelhas sem ferrdo, mas existem bons exemplos a serem seguidos, como o caso da

2



produc¢do de colbnias de abelhas meliferas (Apis mellifera) e de abelhas mamangavas
(Bombus terrestris), ambas direcionadas para o mercado da polinizacdo de culturas
agricolas em todo o mundo (Seeley, 1985; 2009; Velthuis, 2002; Velthuis & Van Doorn,
2006).

Biologia das abelhas sem ferrao

Os meliponineos formam col6nias perenes, geralmente instalando seus ninhos
em cavidades pré-existentes (e. g. troncos de darvores ou ninhos abandonados de
outros animais). Nele, armazenam grandes somas de alimentos em potes de pdlen e
de mel, e mantém protegidas a sua prole (Sakagami, 1982; Roubik, 2006). A sociedade
dessas abelhas se comp&e de fémeas, originadas de ovos fecundados (diploides), e
machos, provenientes de ovos ndao fecundados (haploides) (Wilson, 1971; Heimpel &

De Boer, 2008).

As fémeas sao distribuidas em duas castas, as operdrias e as rainhas (virgens ou
fecundadas). As operarias, em geral, sdo fémeas estéreis, e sdo responsaveis por todas
as tarefas de manutenc¢dao do ninho, como cuidado com a prole, coleta e estoque de
recursos, defesa, termorregulacdo, limpeza (Sakagami, 1982; Wille, 1983; Michener,
2007). A rainha, por sua vez, é a fémea responsavel pela reproducdo, cabendo a ela a
funcdo de realizar o voo nupcial e a postura. A rainha virgem, em consequéncia da
fecundacdo e do subsequente desenvolvimento do abdome, se torna fisogastrica (Kerr

et al., 1962; Silva et al., 1972) (Figura 1).



Figura 1 - Fémeas reprodutivas de Melipona flavolineata apresentadas em

duas fases do seu ciclo de vida, rainha virgem (a) e rainha fisogastrica (b),
respectivamente antes e depois do acasalamento (indicadas pelas setas

amarelas). Fotos: Cristiano Menezes.

Nessas abelhas, as castas femininas sdo produzidas através de dois sistemas: a)
sistema de determinacdo de castas alimentar-quantitativo; e b) sistema de
determinacdo de castas genético-alimentar (Kerr, 1950; Camargo, 1972a; Engels &
Imperatriz-Fonseca, 1990). No primeiro sistema, a producdo de rainhas virgens é
regulada pelas operarias que, ao decidirem a quantidade de alimento que uma larva
feminina terd acesso durante seu desenvolvimento, determinam se dela ird emergir
uma operaria ou uma rainha (Kerr, 1948; Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990). No
segundo, a producdo de rainhas foge ao controle das operdrias, uma vez que o
fendtipo da larva feminina depende mais de fatores genéticos, do que da quantidade
de alimento recebido (Kerr, 1950; Ratnieks, 2001; Wenseleers & Ratnieks, 2004;
Hartfelder et al., 2006). Esse sistema é exclusivo de apenas um grupo dentro das

abelhas sem ferrao, o género Melipona.

Devido ao tipo de sistema de determinacdo de castas em Melipona, as espécies
pertencentes a esse género apresentam a peculiar caracteristica de produzir rainhas
virgens em grandes quantidades. Fora a extensa literatura que busca explicar essa
excessiva producdo (Kerr, 1950; Koedam et al., 1995; Ratnieks, 2001; Wenseleers et

al., 2004; Wenseleers & Ratnieks, 2004; Hartfelder et al., 2006), fato é que as rainhas



virgens sao mortas pelas operarias, na maioria das vezes (Koedam et al., 1995; Jarau et

al., 2009; Karcher et al., 2013).

A eliminacdo das rainhas estd diretamente relacionada a presenca de uma rainha
fisogdstrica (Koedam et al., 1995; Karcher et al.,, 2013). Contudo, quando ndo sao
eliminadas, as rainhas virgens podem seguir trés destinos alternativos: a substituicao
da rainha fisogastrica (Kerr et al., 1962; Koedam et al., 1995; Imperatriz-Fonseca &
Zucchi, 1995; Jarau et al., 2009), a enxameacao para fundar um novo ninho (Engels &
Imperatriz-Fonseca, 1990; Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995; Van Veen & Sommeijer,
2000), ou o parasitismo reprodutivo de um ninho ndo-natal da mesma espécie
(Sommeijer et al., 2003; Wenseleers et al., 2011; Van Oystaeyen et al., 2013). Todos os

destinos resultam no propdsito maior da vida de uma rainha, que é a reproducao.

Os machos (ou zangdes), juntamente com as rainhas virgens, sdo responsaveis
pela reproducdo. Esses individuos podem ser produzidos por rainhas fisogastricas,
quando estas escolhem ndo fecundar determinados évulos (por um mecanismo ainda
ndao compreendido; Cruz-Landim, 2009); ou por operarias, quando estas conseguem
desenvolver seus ovdrios, e assim gerar ovos funcionais que, por ndo serem
fertilizados, dardao origem a machos (Sakagami et al., 1963; Beig, 1972). A despeito de
sua origem, fato é que os machos sdo individuos que pouco contribuem para a
manutencdo da colmeia, mas dela se utilizam para se tornarem maduros. Ao atingirem
a maturidade, abandonam permanentemente o ninho (Engels & Imperatriz-Fonseca,

1990; Van Veen et al., 1997).

Aptidao reprodutiva e comportamento reprodutivo dos meliponineos

Apesar da ampla diversidade, todas as espécies de meliponineos sao
monandricas (Peters et al., 1999; Strassmann, 2001; Jaffé et al., 2014). Significa,
portanto, que uma rainha virgem acasala somente com um macho, ambos, uma Unica
vez. Quando o acasalamento é bem-sucedido, o macho libera o enddéfalo (ou cdpsula
genital) para fora do seu abdome, introduzindo-o na rainha e deixando-o preso na
camara vaginal da mesma (Kerr et al., 1962; Silva et al., 1972; Imperatriz-Fonseca &

Zucchi, 1995). Apds o acasalamento, os machos que copularam com sucesso morrem



dentro de alguns dias (Engels & Engels, 1988; Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990). As
rainhas recém-copuladas retornam aos seus ninhos, onde irdo desenvolver o abdome
e iniciar a postura. Assim, para que essa sucessdo de eventos ocorra (copula —
fecundagcdao — ativacdao da postura), é necessario que tanto as rainhas quanto os

machos estejam reprodutivamente aptos’ para o acaslamento.

As rainhas virgens emergem sexualmente maduras, com o aparelho reprodutor
pronto para a fecundagao (Cruz-Landim, 2009). Entretanto, o desenvolvimento da
atratividade sexual das mesmas se da ao longo da vida adulta (Engels & Engels, 1988;
Van Veen et al., 1999), de forma que, ao sairem das células de cria, ainda ndo estao
comportamentalmente aptas a copular, embora estejam fisiologicamente prontas para
tal. Com o avanco da idade, as rainhas iniciam a producgao e a libera¢do de feromonios
sexuais (Engels et al., 1993; 1997), e ocorrem ainda modificacbes nos tecidos do

aparelho reprodutor (Martins & Serrdo, 2004; Serrdo et al., 2011).

As modificacGes fisioldgicas das rainhas, embora internas, podem ser detectadas
através do seu comportamento, o qual é capaz de gerar respostas comportamentais
especificas em machos e operdrias (Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995; Van Veen et
al., 1999; Jarau et al., 2009). Os machos podem ser altamente estimulados, chegando a
tentar copular com elas, mesmo fora do contexto de um voo nupcial (Camargo, 1972b;
Sakagami & Laroca, 1963; Engels & Engels, 1988; Campos & Melo, 1990); enquanto as
operdrias podem se mostrar altamente agressivas, e elimina-las; ou ainda podem
protegé-las, alimentd-las e realizar o comportamento de corte ao redor delas (Koedam

et al., 1995; Jarau et al., 2009; Karcher et al., 2013) (Figura 2).

! *A palavra aptidao significa tendéncia, capacidade natural ou adquirida, para realizar algo
(Houaiss, 2001). Com base nisso, consideramos nesse trabalho a expressdo aptiddo
reprodutiva, como a capacidade adquirida por um individuo de realizar a cépula, no sentido de
possuir os requisitos necessarios para tal. Sendo assim, a aptiddo reprodutiva envolve
diferentes tracos do desenvolvimento e da histéria de vida dos organismos, a exemplo da
maturidade, da capacidade de voo, da atratividade e da receptividade sexual (aspectos

investigados nesse trabalho).



Figura 2 — Operdrias de Melipona flavolineata desempenhando comportamento de
formacao de corte ao redor de uma rainha virgem dominante (indicada pelo circulo

branco), com abdome inflado. Foto: Cristiano Menezes.

Os machos, por sua vez, ndo emergem sexualmente maduros. A migracdao dos
espermatozoides dos testiculos para as vesiculas seminais se inicia apds a emergéncia
do adulto e, ao final da migracdao, o individuo é considerado sexualmente maduro
(Camargo, 1984; Cruz-Landim & Dallacqua, 2002; Araujo et al.,, 2005). O tempo
necessario para a maturidade sexual dos machos varia de acordo com a espécie.
Enquanto ainda sdo imaturos, despigmentados e incapazes de voar, os machos
permanecem dentro dos ninhos (Van Veen et al., 1997). Assume-se que deixam o
ninho somente apds se tornarem reprodutiva e comportamentalmente aptos, quando
estardo prontos para viver fora dos ninhos. Nesse ambiente externo, os machos
formam agregacdes reprodutivas (Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990; Sommeijer &
Bruijn, 1995; Cortopassi-Laurino, 2007). Essas agregacOes consistem de dezenas a
centenas de machos reunidos em um local, onde aguardam a chegada das rainhas

(Sommeijer & Bruijn, 1995; Van Veen & Sommeijer, 2000).

Uma vez que a maturidade sexual dos machos e a atratividade das rainhas se dao
ao longo da vida adulta e dentro dos ninhos, espera-se que fatores associados a idade,

bem como ao contexto colonial, tenham influéncia no desenvolvimento da aptidao



reprodutiva desses individuos. Esses fatores sao importantes para entendermos as
diferentes estratégias adotadas por machos e rainhas virgens, quando estes ainda se
encontram na seguranca da colmeia. As decisGes tomadas podem ter consequéncias
tanto para o seu objetivo final, que é realizar o acasalamento, como para a col6nia,
que é gerar novas unidades (col6nias-filhas). Além disso, entender como os sexuados
se tornam aptos para copular é particularmente importante quando o objetivo é
realizar acasalamentos em condi¢des controladas (Camargo, 1972b, 1976; Engels &

Engels, 1988).

O controle da reprodug¢dao em abelhas sem ferrao

As técnicas de controle da reproducdo de abelhas surgiram como métodos para
estudar o comportamento reprodutivo em condig¢Bes artificiais (Frison, 1927; Gardfalo,
1974), e para testar hipoteses sobre diferentes cendrios reprodutivos, por exemplo, a
consequéncia dos endocruzamentos (Camargo, 1976). O aprimoramento dessas
técnicas resultou dos estudos de melhoramento genético em A. mellifera (Mackensen,
1951; Woyke, 1962), e da necessidade de se ter colonias de B. terrestris disponiveis ao
longo de todo o ano, independente da estacdo (Velthuis, 2002; Velthuis & Van Doorn,
2006). Tais técnicas permitiram acelerar uma das etapas do processo de fundacdo de
novas colonias, a reproducdo no nivel dos individuos, impulsionando a producao de

colonias em larga escala.

Um bom exemplo é o sistema de producdao em larga escala de ninhos da espécie
Bombus terrestris. Essa é uma abelha primitivamente eussocial, considerada uma
importante polinizadora de culturas agricolas, dentre elas o tomate (Velthuis, 2002;
Velthuis & Van Doorn, 2006). Atualmente, cerca de um milhdo de colGnias sdo
produzidas e comercializadas anualmente. A cadeia produtiva conta com métodos
bem estabelecidos para a alimentacdo artificial das abelhas, o acondicionamento
adequado das colonias em confinamento e o controle da etapa reprodutiva. A
eficiéncia e a rentabilidade da producdo de colbnias de B. terrestris é, sem duvida, o
gue almeja atualmente a meliponicultura (Venturieri et al.,, 2012; Menezes et al.,

2013).



Nas abelhas sem ferrao, poucos foram os trabalhos voltados para o controle da
reproducdao de fato. Na maioria dos estudos, a técnica de acasalamento em
confinamento, na qual machos e fémeas sdo confinados em um recipiente até que
ocorra a copula, foi utilizada como um método para testar hipdteses. A partir de
acasalamentos controlados com a espécie M. quadrifasciata foi possivel estudar, por
exemplo, os efeitos do endocruzamento nas colénias, comparar machos diploides e
haploides, a ativacao do ovario de rainhas recém-acasaladas e as modificagdes no seu
aparelho reprodutor (Camargo, 1972; Campos & Melo, 1990; Bezerra, 1995; Melo et
al., 2001; Martins & Serrdo, 2004).

Contudo, esses estudos foram pontuais, centrados em apenas uma espécie,
deixando ainda lacunas no conhecimento bdasico sobre a reprodu¢do dessas abelhas.
Considerando que o controle da reproducdo é uma ferramenta de interesse para a
pesquisa, a comercializacdo e a conservacdo dos meliponineos, é importante testar a

técnica de cépula em condicdes artificiais em outras espécies dessa Tribo.

Organizagao dos capitulos e objetivos da dissertagao

O objetivo geral dessa dissertacdo foi estudar aspectos da aptidao reprodutiva
de machos e rainhas virgens, e testar a realizacdo de acasalamentos em condicGes
artificiais numa espécie de abelha sem ferrdao, Melipona flavolineata. A espécie alvo
desse estudo é conhecida popularmente como urugu-amarela e tem distribuicdo
restrita ao Brasil (Silveira et al., 2002; Pedro, 2014). Nessa espécie encontramos
caracteristicas desejaveis para a conducdo dos experimentos, servindo aos nossos
propdsitos, sendo elas: a abundante produgdo de rainhas virgens (como em outras
Melipona; Wenseleers et al., 2004; Santos-Filho et al.,, 2006) e a aglomeracdo de
machos, sempre préxima as colbnias e, muitas vezes, a entrada das mesmas
(observacdo pessoal). Tendo machos e rainhas em grandes quantidades, M.
flavolineata nos provou ser um excelente modelo experimental para testar diferentes
guestdes associadas a biologia reprodutiva das abelhas sem ferrdo, bem como

guestoes exclusivas dessa espécie.



Além disso, M. flavolineata é comercialmente relevante no nordeste do estado
do Para, por ser considerada boa produtora de mel (Magalhdes & Venturieri, 2010), e
por apresentar grande potencial como agente polinizador de culturas agricolas, como a
cultura do agai (Euterpe oleracea Mart.) (Venturieri et al., 2005; dados nao publicados).
Devido a sua importancia, entendemos que avancos no manejo dessa espécie se fazem
necessarios. Dentre outros tdpicos, estudar os aspectos da biologia reprodutiva,
focando aqueles que permitam o controle da reproducdo dessa espécie, pode

contribuir para avancos tedricos e praticos.
Concentramo-nos, especificamente, em responder as seguintes perguntas:

a) Em que idade e sob quais contextos sociais os machos de M. flavolineata
se tornam aptos para o acasalamento?

b) Em que idade e sob quais contextos sociais as rainhas virgens de M.
flavolineata se tornam aptas para o acasalamento?

c) E possivel realizar acasalamentos de M. flavolineata em condigdes
artificiais?
Dessa forma, a dissertacao foi organizada em trés capitulos, cujos objetivos sdo

apresentados a seguir.

e Capitulo 1: Maturidade sexual e o inicio do comportamento de voo em machos da

abelha sem ferrdao Melipona flavolineata Friese (Apidae, Meliponini)

Nesse primeiro capitulo, tivemos como objetivo investigar em que idade se
completa a maturacao sexual dos machos de M. flavolineata, e se esta é afetada por
diferentes contextos sociais vivenciados pelos machos durante a fase adulta.
Investigamos, ainda, em que idade se inicia o comportamento de voo nesses

individuos, como parte dos requisitos para alcancar a aptiddo reprodutiva.

e Capitulo 2: Atratividade sexual de rainhas virgens de Melipona flavolineata Friese

(Apidae, Meliponini) em diferentes idades e a importancia do contexto social

No segundo capitulo, nosso objetivo foi investigar em que idade e sob quais

contextos sociais as rainhas virgens de M. flavolineata se tornam sexualmente
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atrativas. Também foi possivel acompanhar o desenvolvimento da receptividade

sexual nessas rainhas.

e Capitulo 3: Acasalamentos em condi¢Ges artificiais e o controle da cépula por

rainhas virgens de Melipona flavolineata Friese (Apidae, Meliponini)

Nesse Ultimo capitulo, objetivamos testar a realizacdo de acasalamentos de
machos e rainhas virgens de M. flavolineata em condig¢des artificiais. Adicionalmente,
testamos a hipdétese de que as rainhas virgens sdo capazes de decidir sobre a

ocorréncia das cépulas.
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CAPITULO 1

Maturidade sexual e inicio do comportamento de voo em machos da abelha

sem ferrdo Melipona flavolineata Friese (Apidae, Meliponini)

Resumo

Nas sociedades das abelhas de comportamento eussocial avangado, os machos tém
como Unica funcdo fecundar as fémeas reprodutivas. Para tanto, precisam adotar uma
estratégia reprodutiva que aumente e favorega suas chances de acasalar. Assumindo
gue essa estratégia deva ser tracada quando ainda estdo na seguranca do ninho,
testamos o efeito da idade do individuo e do contexto social vivenciado, sobre a
aptiddao reprodutiva de machos da abelha sem ferrdo Melipona flavolineata. Em
condicbes de confinamento, acompanhamos 82 machos divididos em dois
experimentos, um sobre a relagao entre idade e aptidao reprodutiva (n = 55), no qual
grupos de machos foram acompanhados durante a fase adulta até determinadas
idades (categorias: 0, 5, 10, 15, 20 e 25 dias); e outro sobre o efeito do contexto social
(n = 27), no qual os machos foram divididos em trés categorias de contexto, em que
variamos a quantidade de operarias, mantidos por 15 dias. O inicio do comportamento
de voo e a maturidade sexual foram as varidveis utilizadas para mensurar a aptidao
reprodutiva dos machos. Logo, ao final dos experimentos, a capacidade de voo dos
machos foi testada. Em seguida, os individuos foram sacrificados, e seu numero de
espermatozoides foi estimado (métrica de maturidade sexual). A migracdo dos
espermatozoides para as vesiculas seminais se iniciou aos cinco dias de idade. A
maturidade foi atingida aos 10 dias, e a habilidade de voo, aos 15 dias. O contexto
social ndo exerceu efeito sobre a maturidade, mas afetou o voo, atrasando o inicio
desse comportamento. Considerando que os machos dessa espécie ainda
permanecem dentro do ninho por até cinco dias apds se tornarem aptos para a cépula
(maduros e capazes de voar), os resultados do presente trabalho sugerem que os
machos aguardam dentro do ninho até atingirem o maximo de sua performance
reprodutiva, o que pode favorecé-lo na sobrevivéncia fora do ninho e na competicdo

por fémeas.

Palavras-chave: idade, contexto social, nimero de espermatozoides, aptidao
reprodutiva, acasalamento.
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Abstract

In the societies of bees with advanced eusocial behavior, the males have the only
function to fertilize reproductive females. Therefore, there is a need for outline a
reproductive strategy to increase and promote their chances of mating. Assuming this
strategy should be drawn when they are still in the safety of the hives, our study aimed
to test the effect of age and the experienced social context on sexual capability of
males of a stingless bee, Melipona flavolineata. In confined conditions, 82 males were
divided in two experimental groups, one related with the effects of age on individuals
sexual capability (n = 55), in which groups of males were accompanied during
adulthood until certain ages (categories: 0, 5, 10, 15, 20 and 25 days); the other one,
was about the effects of social context (n = 27), in which the males were divided into
three categories of contexts where amount of workers differed, maintained for 15
days. The onset of flight behavior and sexual maturity were the variables used to
measure sexual capability of males. Therefore, at the end of each assay, the flight
ability of males was tested. The individuals were sacrificed, and their number of
spermatozoa was estimated (metric sexual maturity). The migration of sperm to
seminal vesicles started at five days of age. The sexual maturity was reached at 10
days, and flight ability, at 15 days. The social context had no effect on maturity, but
affected the flight, causing a delay on this behavior. Whereas males of this species
remain in the nest for up to five days after becoming able for copulation (mature and
capable of flying), the results of this study suggest Melipona males awaits in the nest
until they reach their maximum reproductive performance, which may favor their

survival and competition for females.

Keywords: age, social context, sperm number, sexual capability, mating.
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Introdugao

“Social insect males are not just simple-minded mating machines, they are shaped,

constrained and perhaps trapped by sexual selection.”

(Beani et al., 2014 )

Os machos das abelhas eussociais sdo individuos historicamente considerados
parasitas intra-coloniais (Wilson, 1971; Beani et al., 2014) por praticamente nao
realizarem tarefas relacionadas a manutencdo da colonia (Nogueira-Neto, 1997;
Velthuis et al.,, 2005). Sua unica fun¢do na sociedade das abelhas, entretanto, é
fecundar uma fémea receptiva, a rainha virgem em voo nupcial (Wilson, 1971;
Boomsma et al., 2005). No caso dos meliponineos (Tribo: Meliponini; Michener 2013),
um grupo de abelhas eussociais, a responsabilidade do macho é ainda maior. Nesse
grupo de abelhas, as rainhas acasalam apenas uma vez, com esse Unico, e bem-
sucedido reprodutor (Kerr et al., 1962; Jaffé et al., 2014). Porém, antes que tenham a
oportunidade de encontrar uma rainha para fecundar, os machos precisam passar por
diversas etapas do seu ciclo de vida, dentre elas, aquelas que irdo garantir a sua

aptidao reprodutiva.

O ciclo desses machos comec¢a dentro do ninho, onde emergem sexualmente
imaturos e incapazes de voar (Van Veen et al.,, 1997). Nele permanecem, em média,
durante um terco da sua vida (Camargo, 1982; Van Veen et al., 1997), se alimentando
via trofalaxis com operdrias, ou diretamente dos potes de alimento (Van Veen et al.,
1997). Sdo considerados individuos sexualmente maduros aqueles que na fase adulta
apresentam vesiculas seminais repletas de espermatozoides (Camargo, 1976; Cruz-
Landim, 2009) e testiculos degenerados (Cruz-Landim & Dallacqua, 2002; Araujo et al.
2005). Os espermatozoides migram para as vesiculas seminais organizados em feixes,
esses se desfazem durante o processo de maturacdo sexual, tornando-se livres dentro
das vesiculas (Moreira et al.,, 2004). A migracdo dos gametas ocorre enquanto 0s
machos se encontram ainda no ninho (Camargo, 1984), assim como o

desenvolvimento de seus musculos alares (Correa-Fernandez & Cruz-landim, 2010).

Apds atingirem a maturidade, os machos de meliponineos abandonam as

colmeias permanentemente (Sakagami, 1982; Engels & Imperatriz-fonseca, 1990). No
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ambiente, se aglomeram e formam agregacdes reprodutivas, préximas a ninhos co-
especificos (Sommeijer & Bruijn, 1995; Van Veen et al., 1997; Sommeijer et al., 2004).
Nelas, de dezenas a centenas de machos aguardam a chegada de rainhas virgens, e
competem pela oportunidade de copular com elas (Sommeijer & Bruijn, 1995;
Sommeijer et al., 2004). Ao deixarem os ninhos, os machos estdo sujeitos a duas
intensas pressdes, a sobrevivéncia no ambiente (uma vez que, até o momento, se
encontravam na seguranca do ninho) e a competicdao com outros machos por parceiras
sexuais. Contudo, é antes da saida, que diferentes caracteristicas dos machos serao
selecionadas, como o tamanho corporal, a rapidez no desenvolvimento dos
espermatozoides, a sua maturacdo e subsequente transferéncia para as vesiculas
seminais (Pech-May et al., 2012), e possivelmente, a rapidez no desenvolvimento da
musculatura associada ao voo (Cruz-Landim, 2009; Correa-Fernandez & Cruz-landim,
2010). Logo, é esperado que a etapa da vida em que os machos passam dentro da

colmeia afete seu desempenho na fase final do ciclo.

Um macho apto para o acasalamento deve estar maduro o bastante para
inseminar uma rainha virgem, bem como apresentar seu melhor desempenho de voo.
Portanto, o0 momento e o contexto em que os machos atingem a sua aptidao
reprodutiva podem esclarecer parte da estratégia reprodutiva que adotam, tanto no
qgue se refere a sua sobrevivéncia, quanto a competicdo por fémeas. Assim, na
primeira parte do trabalho nos detivemos em descrever alguns detalhes do processo
de amadurecimento sexual dos machos, como a quantidade de espermatozoides e a
habilidade de voo em diferentes idades, para responder a seguinte pergunta: A partir
de qual idade os machos se tornam sexualmente maduros e adquirem habilidades de
voo? Na segunda, o objetivo foi testar se diferentes contextos sociais afetam a aptidao

reprodutiva desses individuos.
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Material e métodos

Area de estudo e espécie estudada

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Botdnica da Embrapa
Amazébnia Oriental (Belém, PA, Brasil; 1°26°11.2”S, 48°26°35.50”W), entre Marco e
Junho de 2014. A paisagem local é caracterizada pela presengca de remanescentes
florestais e por areas de cultivos agricolas. O clima da regido é do tipo Af (classificacdo
climdtica de Koppen-Geiger), caracterizado por altas temperaturas e precipitacao

minima de 60 mm nos meses mais secos do ano (Peel et al., 2007).

A espécie estudada foi a abelha sem ferrdo M. flavolineata, conhecida
popularmente como urugu-amarela. Essa é uma espécie de distribuicdo restrita ao
Brasil (Silveira et al., 2002), ocorrendo nos estados do Para, Maranhdo e Tocantins
(Pedro, 2014). As colbnias desse género concentram a producdo de machos em
agrupamentos, nos favos de cria (Koedam et al., 1999) e, numa escala populacional,
produzem-nos constantemente (Santos-Filho et al., 2006; Ferreira Jr. et al., 2013).
Escolhemos essa espécie por duas razdes: a) as agregacles reprodutivas se formam
proximo a ninhos co-especificos, permanecendo muitas vezes na entrada das colmeias,
compostas por centenas de individuos (observacdo pessoal); e b) embora sejam
temporarias, as agregacdes se mantém estdveis por varios dias ou semanas nos meses
de Julho a Dezembro (observacdo pessoal). Essas caracteristicas diferem de outras
espécies de Melipona, nas quais os machos se agregam em locais distantes dos ninhos,
em grupos de poucos individuos. Em sua maioria, sao raramente vistos, o que constitui

um gargalo no estudo da biologia dessas outras espécies de Melipona.

Procedimentos gerais

Acondicionamento de individuos em laboratorio

Para os experimentos, os individuos foram acondicionados em laboratdrio, em
dois sistemas de criacdo. O primeiro consistiu em minicol6nias, as quais foram
fundadas em caixas de madeira com dimensdes de 14 cm x 14 cm x 6 cm, contendo

cerume, um pote de pdlen, mel (ofertado diariamente em tubo eppendorf com volume
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de 5 ml) e cerca de 40 operarias de diferentes idades, porém ainda incapazes de voar.
Diariamente, foram adicionadas cinco operdrias recém-emergidas, para simular a
constante substituicdo de individuos que ocorre dentro de uma colénia. Quando as
operarias ja estavam aptas a voar, eram liberadas da coldnia. E importante destacar
gue as abelhas estiveram confinadas dentro da minicol6nia, portanto sem acesso ao
ambiente externo a caixa de madeira.

O segundo sistema consistiu no acondicionamento dos individuos em placas de
Petri. No presente estudo, foram utilizadas placas de Petri com diametro de 9 cm, e
altura de 1,2 cm. O pdlen e o mel foram ofertados em microtubos eppendorf de 1 ml, e
foram trocados diariamente. Tanto as placas de Petri, como as caixas de minicolonias
foram mantidas em estufa B.O.D. (28 2C).

A manutengdo dos sistemas de confinamento das abelhas foi realizada
diariamente, consistindo na reposi¢cao dos alimentos ofertados, retirada de residuos
(lixo e fezes), e registro de possiveis mortes dos individuos. Antes dos procedimentos
de manutengdo, o comportamento dos individuos era observado por algum tempo,
com o objetivo de caracterizar/diferenciar qualitativamente os diferentes sistemas de

confinamento.

Estimativa do numero de espermatozoides

Os machos possuem um par de vesiculas seminais, alojadas dentro do abdome.
Através de uma leve pressao nessa regido, as vesiculas seminais foram extraidas dos
individuos ainda integras, e adicionadas a 50 pl de solucdo fisiolégica (S1). Apds 15
minutos, a mistura foi homogeneizada e adicionou-se 5 ul de S1 a 45 ul de solucdo
fisioldgica (S2), obtendo-se uma diluicdo de 1:10. Por fim, 10 ul de S2 foram colocados
em uma camara de contagem de células (cdmara de Neubauer), para se realizar a
estimativa do numero de espermatozoides presentes no par de vesiculas. Dessa
camara, 64 quadrantes externos foram contabilizados, sendo realizada uma contagem
para cada amostra. O protocolo para essa estimativa foi adaptado de Schliins et al.

(2003).
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Desenho experimental

Quando os machos se tornam sexualmente maduros?

Machos com idade conhecida foram mantidos em laboratdrio, desde a
emergéncia do adulto, para a estimativa do nimero de espermatozoides em diferentes
categorias de idade. A partir de 10 discos de cria nascentes, provenientes de col6nias
diferentes, foram obtidos machos recém-emergidos. Todos os individuos emergidos
durante um periodo de 24h foram acondicionados numa placa de Petri grande,
contendo alimento ad libitum (mel de Apis mellifera e pdlen de M. flavolineata) e
algumas operarias, em estufa B.0.D. (282C).

Em seguida, os machos foram colocados em minicol6nias (n = 12), e separados
em grupos de oito. Foram mantidos nesse sistema desde um dia de vida até a idade
correspondente a categoria de idade de cada grupo (0, 5, 10, 15, 20 e 25 dias). Ao
atingirem a idade de suas respectivas categorias, os individuos foram sacrificados, para
se proceder a contagem, e subsequente estimativa do nimero de espermatozoides
armazenados nas vesiculas seminais. Os individuos pertencentes a categoria zero dia
ndo foram inseridos em minicolGnias, uma vez que foram sacrificados logo apds a sua

emergéncia.

Em quais condigdes os machos se tornam sexualmente maduros?

O sistema anteriormente citado foi utilizado para se ter conhecimento da idade
dos machos. Nesse experimento, os individuos foram acondicionados em quatro
contextos sociais: macho em placa de Petri sem operarias (C1, n = 15); macho em placa
de Petri acompanhado de outros machos (C2, n = 15); macho em placa de Petri
acompanhado de operarias (C3, n = 15); e machos em minicolonia acompanhados de
operarias (C4, n = 19) (Tabela 1). Esses foram mantidos em confinamento durante 15
dias, a partir da sua emergéncia. Ao atingirem essa idade, foi mensurada a maturidade
sexual de cada individuo através da estimativa do numero de espermatozoides

presentes nas vesiculas seminais.
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Tabela 1 - Descrigao dos diferentes tratamentos de contextos sociais em que foram

mantidos confinados, durante 15 dias, os machos de Melipona flavolineata.

Contextos sociais Descri¢cao do contexto Significado

Placa sem operarias |

(1) Um macho sozinho Auséncia de interagdes

Placa sem operarias Il Interagbes apenas com

Grupo de cinco machos

(C2) machos
Placa com operarias Um macho acompanhado de  InteracBes apenas com
(c3) trés operarias nutrizes operarias
S P Interagdes com
Minicolonia Grupo de 08 machos em nteragoes
A operarias (de diferentes
(ca) contexto de minicoldnia

idades) e machos

Quando os machos se tornam aptos para o voo?

Antes da extragdo das vesiculas seminais de cada macho, foi realizado um teste
de voo. O individuo foi colocado na margem de uma superficie plana (cerca de 1m de
altura em relacdo ao chdo), de frente para uma janela iluminada, a 1,5 m de distancia.
O macho era estimulado ao voo a partir de uma leve compressao, recebida sobre o
dorso do térax. Nos préximos segundos, verificamos se o macho voava em direcdo a
janela, ou se caia no chdo. Caso desempenhasse com sucesso o voo até a janela, era
considerado “voo perfeito”. Caso caisse no chdo, andasse ou realizasse voos rasantes,
como se estivessem pulando, era considerado “iniciando voo”. Se o individuo apenas
andasse, era considerado “ndo iniciou voo”.

Esse procedimento foi realizado com machos pertencentes aos experimentos
anteriormente descritos. Portanto, os resultados dos testes de voo serdo apresentados

em correspondéncia aos respectivos experimentos.
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Analise dos dados

Para testar em que idade os machos de M. flavolineata se tornaram sexualmente
maduros, utilizamos o teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, e o a posteriori de
compara¢dao multipla de ranks, uma vez que as amostras ndo atenderam aos
pressupostos dos teste paramétricos (Siegel & Castellan Jr., 2006).

Para testar sob quais condigdes os machos se tornaram sexualmente maduros,
foi utilizado o teste paramétrico ANOVA 1-fator, uma vez que as amostras atenderam
aos pressupostos de homogeneidade de variancias e de residuos. Por fim, para testar
se existe diferengca no comportamento de voo em machos de diferentes idades, e em
diferentes contextos sociais, utilizamos o teste Qui-quadrado (Siegel & Castellan Jr.,

2006).

Resultados

Descrigao do comportamento dos machos em condig6es de laboratério

Em condicdes de confinamento, os machos recém-emergidos passaram a maior
parte do tempo entre as laminas de cerume e abaixo dele. No inicio, foram observadas
numerosas interacdes com operarias, em especial, para solicitar alimento via
trofalaxis. Progressivamente, os machos ja eram vistos com frequéncia, préoximos aos
potes de pdlen e ao eppendorf contendo mel, alimentando-se de forma independente.

O comportamento dos individuos acondicionados em placas de Petri foi bastante
simplificado, em correspondéncia a simplicidade do contexto das placas. Também
observamos a progressiva independéncia dos machos recém-emergidos, em relagdo a
interacdo com as operarias. Contudo, ndo foi possivel a esses individuos “escolherem”
um local de sua “preferéncia”, uma vez que nao havia laminas de cerume ou potes de

alimento, num espaco t3o reduzido.

Numero de espermatozoides e comportamento de voo em diferentes idades

Observamos que a migracao de espermatozoides para as vesiculas seminais tem
inicio no intervalo entre o primeiro e quinto dia apds a emergéncia do adulto, de modo

gue foi possivel constatar a presenca de feixes de espermatozoides (Figura 1) em
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machos com cinco dias (n = 10). Aos 10 dias de idade, ja ndo encontramos os feixes na
maioria dos individuos, e observamos a presenga de espermatozoides individualizados

(Tabela 2).

Figura 1 — Feixe de espermatozoides nas vesiculas seminais de machos de Melipona
flavolineata (aproximadamente 50 células aglomeradas). Aumento: 400x. Foto:

Jamille Veiga.
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Tabela 2 — Numero estimado de espermatozoides de 55 machos de Melipona flavolineata pertencentes a diferentes categorias de idade,

acondicionados em minicolonias confinadas.

Categorias de Numero de Numero médio de Numero minimo e maximo de Descricio
idade (dias) individuos (n) espermatozoides estimados + D. P. espermatozoides estimados ¢
Recém- 06 0 0 Auséncia de espermatozoides
emergidos (0) (n =06).
Presenca de espermatozoides
05 10 96.450 + 122.332 2.750-313.750 livres (n = 10) e de feixes de

10 10 303.875 +122.988 97.500 - 521.250
15 09 499.444 +122.144 327.500 - 637.500
20 10 494.500 + 163.387 220.000 - 700.000
25 10 429.500 +171.316 97.500 - 666.250

espermatozoides (n = 10).

Presenca de espermatozoides
livres (n = 10) e feixes de
espermatozoides (n = 02).

Presenca de espermatozoides
livres (n = 09).

Presenca de espermatozoides
livres (n = 10).

Presenca de espermatozoides
livres (n = 10).
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Encontramos diferengas no numero de espermatozoides em machos
pertencentes a diferentes idades (KW-H (s;55) = 36,425; p < 0,001). Dentre elas, as
categorias de zero e cinco dias de idade ndo diferiram entre si, mas se diferenciaram
das demais idades. Por outro lado, ndo houve diferenga entre machos pertencentes as
idades de 10, 15, 20 e 25 dias (Figura 2).

Em relagdo ao comportamento de voo, houve diferenca entre individuos
pertencentes a diferentes idades (x> = 110; GL = 10; p < 0,001). Entre zero e cinco dias,
nenhum individuo realizou voo (n = 16; 29,09%). O comportamento se iniciou aos 10
dias (n = 10; 18,8%), quando os machos desempenhavam apenas voos rasantes (para

visualizar o comportamento, acesse o link: http://migre.me/oPhbo). Aos 15 dias, ja

eram capazes de realizar voos perfeitos, mantendo tal capacidade até os 25 dias (n =

29; 52,73%).
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Figura 2 — NUumero estimado de espermatozoides nas vesiculas seminais de machos de
Melipona flavolineata pertencentes a diferentes idades. O ponto central indica a
mediana, o boxplot representa 25% - 75% do conjunto de dados, e a barra vertical
informa os valores minimo e maximo de cada categoria. As letras indicam diferencas

significativas entre as categorias ao nivel de 5%.
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Numero de espermatozoides e comportamento de voo em diferentes contextos

A porcentagem de machos mortos nos tratamentos sem operdrias foi alta,
restando somente dois individuos da condigdo de criagdo C1 (86,66% morreram) e
cinco individuos da condicdo C2 (66,66% morreram). Dessa forma, os individuos
sobreviventes nesses tratamentos foram analisados em conjunto, numa nova
categoria C1: Machos em placas de Petri sem operdrias (Tabela 3). A partir da
estimativa da maturidade sexual de 26 machos, observamos uma variacdo de
58,75x103 - 90,5x104 células, ndo havendo diferenga no nimero de espermatozoides
entre as trés categorias de contexto social (Anova 1-Fator: F(;23 = 0,477; p = 0,627)
(Tabela 3). Observamos a presenca de feixes de espermatozoides em apenas um
macho, pertencente ao contexto C2: Machos com operdrias em placa de Petri.

Nesse experimento, restringimos a analise dos testes de voo a comparac¢ao entre
C2 (placa de Petri com algumas operdrias) e C3 (minicolénia com varias operarias),
devido ao controle de uma terceira varidvel, a presenca/auséncia de operarias.
Observamos diferengas no comportamento de voo de machos criados nos diferentes
contextos (x* = 12,436; GL = 1; p = 0,0004). Lembrando que todos os machos desse
experimento completavam 15 dias de idade, idade na qual todos ja deveriam estar
aptos para o voo, observamos que a propor¢do de machos que realizavam voos

perfeitos em C2 (n = 2; 10,53%) foi menor que em C3 (n =9; 47,37%).
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Tabela 3 — Variacdo da estimativa do numero de espermatozoides presentes nas
vesiculas seminais de machos de Melipona flavolineata. Os individuos foram mantidos
em diferentes contextos sociais, em confinamento, durante 15 dias.

Numerode Numero médio de , -
. sy . Numero minimo e
Contexto social individuos espermatozoides maximo
(n) estimados + D. P.
Machos em placa de
Petri sem operarias 07 503.214 + 286.429 58.750 - 905.000
(C1)*
Macho em placa de
Petri com operdrias 10 583.375+209.486  230.000 - 826.250
(C2)
Machos em
minicolénia 09 499.444 +122.144  327.500 - 637.500
(C3)

*Esse contexto compreende os tratamentos C1 e C2, definidos no item Material e
métodos como C1: Macho sozinho (sem operdrias), e C2: Machos acompanhados de outros
machos (em grupo). Separadamente, a estimativa do nimero de espermatozoides (média * D.
P.) para cada categoria, C1 (n=2) e C2 (n =5), foi de 551.250 (+ 126.250) e 484.000 (+301.302)

células, respectivamente.
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Discussao

Relagao entre idade dos machos e a aptidao reprodutiva

Demonstramos que os espermatozoides dos machos de M. flavolineata iniciam
sua migracdo para as vesiculas seminais no intervalo entre um e cinco dias de vida,
apos a emergéncia do adulto, podendo se estender até os 10 dias em alguns
individuos. Como nos demais Aculeata (Apidae e Formicidae, ver Moreira et al. 2004),
os espermatozoides dos machos de M. flavolineata migram dos testiculos sob a forma
de feixes para as vesiculas seminais (Cruz-Landim & Dallacqua, 2002), onde esses
feixes se desfazem (Moreira et al., 2004; Cruz-Landim, 2009). Tais feixes foram
observados em machos com cinco dias de idade, entretanto ja haviam se desfeito na
maioria dos machos com 10 dias.

Existe uma idade em que a migracdo de espermatozoides se estabiliza (Camargo,
1984; Lima et al., 2006; Brito et al., 2010). Neste estudo, demonstramos que em
machos de M. flavolineata, a migracdo se estabiliza aos 10 dias, evento este associado
a degeneracdo dos testiculos, como ja observado em outras espécies de meliponineos
(em Scaptotrigona xanthotricha por Araujo et al., 2005; em Friesella schrottkyi por
Brito et al., 2010; em M. mondury por Lima et al., 2006). Embora ndao tenhamos
verificado a degeneracao testicular, a estabilidade no nimero de espermatozoides a
partir dos 10 dias de idade, e que se estende até os 25 dias, indica que apds o 102 dia
da emergéncia do adulto, a migracdo de gametas cessa. Logo, é provavel que a
degeneracdo dos testiculos também se inicie a partir desse momento.

Observamos, portanto, que existem dois momentos associados a maturidade
sexual dos machos de M. flavolineata: antes da estabilizacdo da migracdo de
espermatozoides (0 a 10 dias de idade), e depois da migracdo se completar (15 a 25
dias), quando os machos atingem o nimero méaximo de espermatozoides nas vesiculas
seminais. Além da maturidade sexual, constatamos que o inicio do comportamento de
voo também teve relacdo com a idade, uma vez que esse comportamento se iniciou
em individuos com 10 dias de idade, atingindo seu apice aos 15 dias.

Van Veen et al. (1997), ao estudarem o comportamento de machos de M.

beecheii e M. favosa, observaram que estes jd eram capazes de voar perfeitamente
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aos 11 dias, e que deixavam o ninho somente aos 18,6 + 2,8 dias (média + D.P.). H3
muito tempo se assume que o0s machos deixam os ninhos logo apds atingirem a
maturidade sexual. Entretanto, fica claro que existe um descompasso entre a idade em
que os machos atingem tais requisitos e a idade em que deixam definitivamente o
ninho (Cortopassi-Laurino, 1979; Van Veen et al. 1997; ver Resultados). A constatacdo
de um intervalo entre o inicio do comportamento de voo e 0 momento em que os
machos de meliponineos partem para a formacdo de agregacbes reprodutivas
despertou o seguinte questionamento: por que os machos continuam dentro do ninho,
por algum tempo, mesmo ja sendo sexualmente maduros e capazes de voar? (Van
Veen et al., 1997).

Até o momento, as etapas do ciclo de vida dos machos de abelhas sem ferrao, e
sua relacdo com a idade, haviam sido investigadas de forma fragmentada, e o ciclo
descrito a partir de informacdes de diferentes espécies. No presente estudo,
apresentamos dados de uma mesma espécie, pela primeira vez, referentes a duas
etapas decisivas no ciclo de vida de um macho. O desenvolvimento da maturidade
sexual e a aquisicdo da capacidade de voo, aqui explorados, sdo complementados por
um estudo recente, realizado por Silva (2014). A autora acompanhou 96 machos, a
partir da sua emergéncia, em quatro colonias de M. flavolineata, registrando
comportamentos intra- e extranidais desses individuos. Com o presente trabalho e o
de Silva (2014), temos dados que podem ser analisados em conjunto.

Os machos emergem sem a capacidade de voar (Correa-fernandez & Cruz-
landim, 2010) e de se reproduzir (Camargo, 1984), permanecendo dentro do ninho no
inicio de sua vida adulta (Cortopassi-Laurino, 1979; Van Veen et al., 1997). Nessa fase,
eles tém acesso a alimentagdo, interagem constantemente com operarias de
diferentes idades (Veen et al., 1997; Silva,2014), e com outros machos (Silva, 2014). E
nesse contexto, portanto, que se inicia e se completa o desenvolvimento de sua
musculatura alar (Veen et al. 1997; Cruz-Landim 2009; ver Resultados - Inicio do
comportamento de voo), e a migracdo de espermatozoides para as vesiculas seminais
(ver Resultados — Maturidade sexual em diferentes idades). Os machos de M.
flavolineata, por volta dos 14 dias de vida, iniciam um deslocamento em grupo, em
direcdo a entrada no ninho (Silva, 2014; comportamento também observado em T.
angustula por Santos, 2012). Demonstramos que aos 10 dias, os individuos ja iniciaram
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o comportamento de voo, e muitos ja se encontram sexualmente maduros, portanto,
aos 14 dias de idade, poderiam ser considerados completamente aptos a deixar o
ninho. Entretanto, os grupos de machos permanecem préximos a entrada do ninho
durante alguns dias, até que decidem voluntariamente abandonar a colmeia aos 20,5

dias (Silva, 2014), partindo para a formacado de agregacées reprodutivas.

Dessa forma, o inesperado comportamento dos machos de permanecerem
dentro dos ninhos, mesmo estando aptos para o voo (Van Veen et al., 1997) e para o
acasalamento, pode ser interpretado como um “intervalo de confianga”, no qual os
individuos ndo apenas atingem o apice de suas capacidades, mas também alcancam
outros requisitos necessarios para viverem fora dos ninhos. Um bom exemplo seria a
completa esclerotizacdo da cuticula, como ocorre nas operdrias antes de iniciarem as
atividades de forrageio (Elias-Neto et al., 2009; 2014), ou mesmo das placas que
compdem a cdpsula genital (nos machos; Michener, 1990; 2007). Portanto, pode ser
desvantajoso para um macho deixar a col6nia prematuramente, uma vez que atingir a
maturidade e realizar voos nao indicam necessariamente que os individuos alcangcaram
o maximo de suas capacidades ou todos os requisitos necessarios para uma vida
independente da colbnia. Por sua vez, estar no dpice de seu desempenho é preciso,
pois no ambiente externo, suas chances de morrer por predacdo (Karcher et al., 2008;
Koedam et al., 2009; 2011) e parasitismo sdo altas (Brown, 1997), e a competicdo por
fémeas é acirrada (Alcock, 1978; Van Veen & Sommeijer, 2000). Respeitar esse possivel
“intervalo de confianga”, para assim desenvolver ao maximo sua aptiddo reprodutiva,
pode favorecé-los na sobrevivéncia fora dos ninhos e na competicdo por rainhas

virgens, o que pode ser considerado parte de sua estratégia reprodutiva.

Para as col6nias, manter um macho maduro dentro da col6nia (ou varios, como
pudemos constatar), pode representar um risco de endocruzamento. Em
meliponineos, o acasalamento entre irmaos tem como consequéncia a producgao de
machos diploides (Camargo, 1979; Carvalho, 2001; Alves et al., 2011). Numa colbnia, a
presenca desses machos ndo é desejada, uma vez que estes ndo contribuem com a
forca de trabalho (por serem machos), tdo pouco com a reproducdo (por terem
longevidade reduzida e sua prole ndo ser vidvel, Camargo, 1982; Cook & Crozier,

1995). A presenca desses machos resulta em elevadas taxas de substituicdo de rainhas
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(Alves et al., 2011). Num ciclo vicioso, a col6nia produz cada vez mais machos
diploides, consequentemente reduz sua populacdo de fémeas (em especial de
operarias), reduz os estoques de alimento e, aos poucos, definha (Zayed & Packer,
2005; Hedrick et al., 2006).

As chances de um acasalamento ocorrer dentro do ninho sao reais, como ocorre
em outros grupos de abelhas. Em pelo menos seis espécies de abelhas do género
Bombus (Apidae: Bombini), os machos tém o comportamento de aguardar por fémeas,
que estdo prestes a emergir, proximos a entrada de seus ninhos (Kriiger, 1951; Foster,
1992; Darvill et al., 2007), permitindo que a cépula aconteca no interior dos ninhos,
antes que essas fémeas saiam para o ambiente. Se considerarmos que as rainhas
fisogastricas dos Meliponini, mesmo apds o acasalamento, continuam a atrair machos
(Sakagami & Laroca, 1953; Campos & Melo, 1990; observacdo pessoal em M.
flavolineata), é possivel que estes sejam estimulados a copuld-las dentro da colmeia.
Ou ainda, num contexto de orfandade, existe a possibilidade dos machos tentarem
copular com suas irmas rainhas virgens, quando estas estdo sexualmente atrativas,
uma vez que é processo que se da dentro do ninho. Em ambas as situagdes, manter

esses individuos pode comprometer a sobrevivéncia da coloénia.

Por outro lado, manter os machos dentro do ninho também pode ser vantajoso
para as col6nias. Por mais que os zangdes nado realizem tarefas ligadas a manutencao
do ninho, sendo muitas vezes considerados como parasitas intra-coloniais (Wilson,
1971; Beani et al., 2014), entendemos que os machos sdo aquilo que de mais valioso
existe para o superorganismo col6nia (Seeley, 1985; Tautz, 2008), os seus gametas de
alta mobilidade. Portanto, representam para a colOGnia a sua capacidade de dispersar
genes (Seeley, 1985). Assim, ao assegurarem a viabilidade dos zangdes até o momento
de sua liberacdo no ambiente, as colGnias favorecem as chances de manterem seus

préprios alelos representados na populagao.
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Contexto social e a aptidao reprodutiva

A migracao dos espermatozoides ocorreu em diferentes contextos sociais, com
0os machos alcangando o nimero maximo de células nas vesiculas seminais na idade
esperada e, portanto, sem atrasos na matura¢do sexual. A auséncia de efeito do
contexto social sobre a maturidade indica que a complexidade da interacdo social ndo
é um fator determinante na migracdo dos espermatozoides. Se o contexto social afeta
outros aspectos da aptiddo reprodutiva dos machos adultos, a exemplo da qualidade
dos espermatozoides, como observado em Apis mellifera (Genger & Kahya, 2011;
Abdelkader et al., 2014), ou altera¢des em glandulas associadas ao comportamento de
cépula, como em Bombus lucorum (Zacek et al., 2009), s3o efeitos que ainda precisam
ser investigados nos meliponineos.

Embora ndo tenha afetado a migracdo de espermatozoides, o contexto social
influenciou o inicio do comportamento de voo dos individuos. A complexidade das
interagdes sociais afetou o comportamento de voo dos machos, resultando em um
atraso no inicio desse comportamento na idade esperada. Sabemos que os adultos de
abelhas eussociais tém diferentes requerimentos de voo, que estdo fortemente
associados a sua funcdo dentro da colénia (Cruz-Landim, 2009). As operarias
desenvolvem os musculos de voo de acordo com a tarefa que realizam, a qual depende
da idade (Correa-Fernandez & Cruz-landim, 2010). Nas rainhas virgens e nos machos, a
necessidade é voltada para o acasalamento. Provavelmente, um contexto tao
simplificado como a placa de Petri, onde havia poucas operarias, ndo forneceu os
estimulos necessarios ao inicio desse comportamento.

Outro efeito observado, porém ndo testado, foi o grande nimero de individuos
mortos nos tratamentos de criagdo de machos sem operdrias. Isso indica que a
interacdo com operdrias pode ser um fator limitante para a sua sobrevivéncia.
Sugerimos que novos experimentos sejam feitos para melhorar a precisdo dessa

informacao.
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CAPITULO 2

Atratividade sexual de rainhas virgens de Melipona flavolineata Friese (Apidae,
Meliponini) em diferentes idades e a importancia do contexto social

Resumo

Ao investigar o efeito da idade, e das interag¢des sociais que as fémeas reprodutivas de
abelhas eussociais vivenciam, sobre a sua aptiddo reprodutiva, podemos obter
evidéncias sobre as estratégias reprodutivas que adotam. Em abelhas sem ferrao, uma
tribo de abelhas eussocias, as estratégias reprodutivas parecem variar tanto quanto
seu numero de espécies. Nosso objetivo foi descrever o desenvolvimento da
atratividade sexual de rainhas virgens de Melipona flavolineata ao longo da fase
adulta, e testa-la em diferentes contextos sociais. Para tanto, um total de 124 rainhas
virgens foi distribuido em dois grupos de experimentos. No primeiro, 64 rainhas foram
acondicionadas em minicol6nias, onde foram mantidas até atingirem determinadas
idades (categorias: 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18). No segundo, as rainhas foram submetidas a
seis diferentes contextos sociais, havendo variacdo no numero de operarias e de
rainhas virgens presentes, onde foram mantidas por seis dias. Ao completarem as
idades estipuladas, a atratividade sexual das rainhas foi testada por meio da sua
apresentacdo individual a 10 zangdes sexualmente maduros, em arena de cdpula. As
rainhas virgens se tornam sexualmente atrativas a partir dos trés dias de idade,
mantendo-se atrativas até 18 dias. Rainhas isoladas do contexto social ndo se
tornaram atrativas, diferindo bastante de rainhas que vivenciaram contextos sociais
complexos, como as minicol6nias. Demonstramos que a atratividade (tentativas dos
machos) e a receptividade (acasalamentos efetivos) sexual se desenvolvem na fase
adulta. O nivel de atratividade se mantém nessa fase, e pode se modificar em
consequéncia do contexto social vivenciado. Com a investigacdo da aptidao
reprodutiva, em diferentes momentos da vida das rainhas, conseguimos obter
evidéncias comportamentais sobre uma possivel estratégia reprodutiva em Melipona.
Essa estratégia consiste em que as rainhas estejam sempre prontas para acasalar, ou
seja, mantendo constante a sua atratividade e a receptividade sexual o maximo de

tempo possivel. Além disso, demonstramos a importancia das interacdes sociais sobre
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o desenvolvimento da aptiddo reprodutiva de rainhas virgens, que devem ser

adequadas para que elas desenvolvam suas capacidades reprodutivas.

Palavras-chave: aptidao reprodutiva, isolamento social, interacdo, minicolonia,

estratégia reprodutiva.
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Abstract

Investigating the effect of age and social interactions that reproductive females of
eusocial bees experience over their sexual capability, we can get evidence on
reproductive strategies they adopt. In stingless bees, a tribe of eusocial bees, the
reproductive strategies seem to vary as much as their number of species. Our goal was
to describe the development of sexual attractiveness of virgin queens of Melipona
flavolineata throughout adulthood, and test it in different social contexts. Thus, a total
of 124 virgin queens were distributed in two groups of experiments. In the first queens
were placed in 64 minicolonies, where they were kept until they reach certain ages
(categories: 0, 3, 6, 9, 12, 15 and 18). Then, the queens were subjected to six different
social contexts, with a variation in the number of workers and virgin queens present,
where they were manteined for six days. When they had reached the stipulated age,
sexual attractiveness of queens was tested by means of your individual submission on
10 sexually mature drones in a mating arena. The virgin queens become sexually
attractive from the third day of age, remaining attractive up to 18 days. Isolated
queens from social contexts did not become attractive, differing greatly from queens
who have experienced complex social settings such as minicolonies. We show that
attractiveness (number of males attempts) and sexual receptivity (effective matings)
develop in adulthood. The level of attractiveness is maintained at this phase and may
change as a result of experienced social context. With the investigation of sexual
capability, at different times of life of the queens we could get behavioral evidence
about a possible reproductive strategy in Melipona. This strategy is that the queens
must be always ready to mate, by maintaining constant its attractiveness and sexual
receptivity for as long as possible. Moreover, we demonstrated the importance of
social interactions on the development of sexual traits of virgin queens, which should

be adequate to enable them to develop their reproductive capacities.

Keywords: sexual capacity, social isolation, interaction, minicolony, reproductive

strategy.

44



Introdugao

“Ela, que chega agora de outro mundo, estd ainda atordoada, um tanto pdlida,
vacilante. Tem o aspecto débil de um velhinho, que fugiu do tumulo. Parece um viajante
coberto de poeira de caminhos desconhecidos que levam ao nascimento. Entretanto, é perfeita,

dos pés a cabeca, sabe imediatamente tudo que é preciso saber...”

Maurice Maeterlinck (sobre a rainha virgem) em A vida das abelhas.

As sociedades avancadas de abelhas sdo compostas por dois tipos de fémeas, as
operarias e a rainha. Enquanto as primeiras cabem as fung¢des de manutenc¢do do
ninho e cuidados com a prole, a ultima cabe a postura dos ovos (Michener, 1969;
Wilson, 1971), e manutencao da coesao da col6nia. A rainha é morfo-fisiologicamente
moldada para desempenhar apenas a sua funcdo. No lugar das modificacdes nas
pernas para a coleta de recursos (corbiculas, nas operarias), a rainha apresenta finas
tibias (Michener, 2007); em vez de um aparelho reprodutor atrofiado ou pouco
desenvolvido, apresentam numerosos ovariolos bem formados (Seeley, 1985; Cruz-
Landim, 2009); e, diferentemente das operarias, realizam a cépula em um voo nupcial,

e sdo cortejadas por zangdes (Michener, 1969; 2007).

As fémeas reprodutivas que ainda ndo acasalaram, sdao denominadas rainhas
virgens. A producdo dessas rainhas, em geral, é controlada pela col6nia, através de
decisdes das operarias (Seeley, 1985; Faustino et al., 2002). Contudo, em Meliponini
(ou abelhas sem ferrdo), uma tribo de abelhas eussociais avancadas (Michener, 2013),
existe um género no qual a producdao de rainhas virgens foge ao controle das
operarias, o género Melipona. Nas colmeias desse grupo, as novas rainhas sdo
produzidas em grandes quantidades (Kerr, 1950; Wenseleers & Ratnieks, 2004), e
constantemente (Santos-Filho et al., 2006), em especial devido a uma regulacdo
genético-alimentar, que ainda ndo é plenamente conhecida (Kerr, 1950; Hartfelder et

al., 2006).

As rainhas virgens emergem sexualmente maduras (com dvulos prontos para a

fecundacdo), pouco ativas, e sem sinais de atratividade sexual (Imperatriz-Fonseca &
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Zucchi, 1995). A atratividade, bem como a receptividade, é adquirida ao longo da fase
adulta, e é indicada por tragos fisioldgicos (e. g. como a produgdo de compostos
quimicos atrativos; Grajales-Conesa et al., 2006; Fierro et al., 2011), morfoldgicos (e. g.
distensao abdominal; Veen et al., 1999; Karcher et al., 2013) e comportamentais (e. g.
comportamentos ritualizados, como o de girar repetidamente em torno do préprio
eixo; revisado por Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995). As rainhas atrativas podem
gerar comportamentos especificos em outros individuos. Nas operdrias, podem
estimular tanto a formagdo de corte (ao redor da rainha), como a perseguicdo e a
propria execucdo (Wenseleers et al., 2004; Jarau et al., 2009). Ao sairem para o voo
nupcial ou em condi¢des artificiais, atraem os machos para si, e estimulam o
comportamento de cépula (Camargo, 1972; Engels & Engels, 1988; Imperatriz-Fonseca

et al., 1998).

As rainhas de Melipona acasalam apenas uma vez, com um Unico macho, sendo
assim, monandricas (Strassmann, 2001; Jaffé et al., 2014). Além disso, como nas
demais abelhas sem ferrao, suas col6nias apresentam apenas uma rainha dominante
(Michener, 2007), com excecdo de Melipona bicolor (Velthuis et al., 2006).
Percebemos, entdo, que a possibilidade de uma rainha ser reprodutivamente bem-
sucedida, dentre tantas outras, se torna mais restrita a cada passo que da em direcdo a
fisogastria. E esperado, portanto, que a elevada quantidade de rainhas virgens
produzidas gera uma intensa competicdo por oportunidades reprodutivas (Koedam et

al.,, 1995; Van Veen et al., 1999; Karcher et al., 2013).

A competicdo entre rainhas, assim como outros tipos de interagao
proporcionados pelo contexto social, pode resultar no desenvolvimento da aptidado
reprodutiva dessas fémeas. Em estudos sobre biologia reprodutiva de rainhas virgens,
o efeito dessas interacdes tem sido demonstrado pontualmente e de forma
experimental em algumas espécies, como Schwarziana quadripunctata (Imperatriz-
Fonseca, 1973) e Tetragonisca angustula (Santos, 2012). Nessas espécies, ambos os
autores observaram que o contato entre rainhas resulta em rainhas que apresentam
comportamentos associados a atratividade sexual (e. g. distensdo abdominal).
Entretanto, a relacdo entre diferentes niveis de interacdo social e a atratividade sexual

das rainhas virgens ndo tem sido sistematicamente investigada.
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Outro fator relevante no desenvolvimento da aptiddo reprodutiva é a idade. Em
outros géneros de abelhas sem ferrdao (excetuando-se as Melipona), como em
Scaptotrigona postica (Engels & Engels, 1988) e T. angustula (Santos, 2012), as rainhas
virgens apresentam um pico de atratividade. Nessas espécies, o periodo de
pigmentagdo da cuticula coincide com o apice da atratividade (Imperatriz-Fonseca &
Zucchi, 1995), e esta tem estreita relagdo com a faixa etaria em que as rainhas se
encontram, entre 10 e 14 dias de idade (Engels & Engels, 1988; Engels et al., 1993;
Santos, 2012).

Ao investigar o efeito da idade, e das intera¢des sociais que vivenciam, sobre a
sua aptiddo reprodutiva, podemos obter evidéncias sobre as estratégias reprodutivas
adotadas pelas rainhas do género Melipona, quando ainda se encontram no ninho.
Assim, é possivel contrasta-las com as estratégias de outras espécies de abelhas sem
ferrdao que, como vem sendo constatado, parecem ser bem diferentes (Imperatriz-
Fonseca & Zucchi, 1995) e surpreendentes (Wenseleers et al., 2011; Van Oystaeyen et
al., 2013). Portanto, nosso objetivo foi responder as seguintes perguntas, em relacao a
uma espécie de meliponineo: a) Em que idade as rainhas virgens se tornam
sexualmente atrativas? Existe um pico de atratividade, como ocorre em outros
meliponineos (ndao-Melipona)?; b) Existe relagdao entre o contexto social vivenciado e a
manifestacdo da atratividade sexual? Dessa forma, enquanto na primeira parte
fornecemos dados descritivos sobre o desenvolvimento da atratividade sexual das
rainhas virgens de uma espécie de Melipona, no segundo apresentamos resultados
experimentais sobre a relevancia do contexto social para a aptidao reprodutiva de

fémeas, nesse grupo de abelhas eussociais.
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Material e métodos

Area de estudo e espécie estudada

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Botdnica da Embrapa
Amazonia Oriental (Belém, PA, Brasil; 1°26°11.2”’S, 48°26°35.50”W), entre os meses de
Junho e Setembro de 2014. A paisagem local é caracterizada pela presenca de
remanescentes florestais e por areas de cultivos agricolas. O clima da regido é do tipo
Af (classificacdo climatica de Koppen-Geiger), caracterizado por altas temperaturas e

precipitacdo minima de 60 mm nos meses mais secos do ano (Peel et al., 2007).

A espécie estudada foi a abelha sem ferrdao M. flavolineata, conhecida
popularmente como urugu-amarela. Essa é uma espécie de distribuicdo restrita ao
Brasil (Silveira et al., 2002), ocorrendo nos estados do Pard, Maranhdo e Tocantins
(Pedro, 2014). A producdo de rainhas virgens ocorre durante todo o ano, variando em
quantidade entre as estagbes (Santos-Filho et al., 2006; Ferreira et al., 2013). Ao longo
de um dia, nascem diversas rainhas virgens que, na presenca da rainha fisogastrica, sdo
perseguidas e eliminadas em poucas horas ou dias, como ocorre em outras espécies de

Melipona (Koedam et al., 1995; Karcher et al., 2013).

Procedimentos gerais
Obtencgdo de individuos

As rainhas virgens utilizadas nos experimentos foram obtidas a partir de favos de
cria nascentes (ou maduros). Para tanto, foram coletados 10 discos maduros,
provenientes de colbnias diferentes, para obtermos rainhas virgens recém-emergidas
e, portanto, termos conhecimento de suas idades. Todas as rainhas emergidas em um
intervalo de 24h foram acondicionadas em uma placa de Petri, contendo alimento ad
libitum e algumas operarias jovens (Figura 1a). Tal procedimento foi repetido sempre

gue necessario, para a obtencdo de novas rainhas.

Por sua vez, os machos utilizados na ultima etapa dos experimentos foram

obtidos de agregacdes reprodutivas localizadas préximo as colonias co-especificas. Por
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encontrarem-se no ambiente, assumimos que todos os machos utilizados estavam

sexualmente maduros (Capitulo 1).

Acondicionamento de rainhas virgens em laboratdrio

As rainhas virgens foram acondicionadas em laboratério em dois métodos de
criacdo: a) minicol6nias confinadas; e b) placas de Petri. As minicol6nias foram
fundadas em caixas de madeira com dimensdes de 14 cm x 14 cm x 6 cm, contendo
cerume, um pote de pdlen, mel de Apis mellifera (ofertado diariamente em tubo
eppendorf com volume de 5 ml), cerca de 40 operarias (com diferentes idades, porém
ainda incapazes de voar), e um disco de cria novo (contendo ovos recém-ovipositados)
(Figura 1b). Diariamente, foram adicionadas cinco operdrias recém-emergidas, para
simular a constante substituicdo de individuos que ocorre dentro de uma colénia.
Quando as operdrias ja estavam aptas a voar, eram liberadas da colénia. E importante
destacar que as abelhas estiveram confinadas dentro da minicol6nia, portanto sem
acesso ao ambiente externo a caixa de madeira.

O acondicionamento em placas de Petri foi um sistema alternativo de criagdo em
laboratério. Foram utilizadas placas de Petri com didmetro de 9 cm, e altura de 1,2 cm.
O podlen e o mel foram ofertados em microtubos eppendorf de 1,5 ml. As placas foram
mantidas em estufa B.0O.D. (282C).

A manutengdo dos sistemas de confinamento das abelhas foi realizada
diariamente, consistindo na reposi¢cdao dos alimentos ofertados, retirada de residuos
(lixo e fezes), e registro de possiveis mortes de individuos. Antes dos procedimentos de
manutenc¢do, o comportamento das rainhas virgens foi observado por algum tempo,
com o objetivo de caracterizar/diferenciar qualitativamente os diferentes sistemas de

confinamento.
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Figura 1 — a) Rainhas virgens recém-emergidas de Melipona flavolineata

acondicionadas em placa de Petri com acesso ad libitum a pélen e mel; b) Exemplo
do sistema de acondicionamento de abelhas em minicolénia confinada. Fotos:

Epifania de Macédo (a), Jamille Veiga (b).

Desenho experimental
Em que idade as rainhas virgens se tornam sexualmente atrativas?

Nesse experimento o objetivo foi testar em que idade as rainhas virgens se
tornam sexualmente atrativas para os machos. Para tanto, as rainhas foram mantidas
em laboratério, a fim de acompanharmos o desenvolvimento de sua atratividade
sexual na fase adulta, e testa-la em diferentes momentos.

Um total de 64 rainhas virgens foi distribuido em minicol6nias confinadas,
destinadas a viver até determinada quantidade de dias, correspondente a sete
categorias de idade: 0, 3, 6, 9, 12, 15 e 18 dias. Excetuando-se as rainhas da categoria
zero dia (com menos de 24h de emergidas), todas foram introduzidas, uma a uma, em
minicol6nias distintas, logo apds a sua emergéncia. Antes de introduzi-las, cada rainha
virgem teve suas asas cortadas a metade, com o objetivo de impedir fugas durante os
procedimentos.

Ao atingirem a classe de idade estabelecida, testamos a atratividade sexual de

cada rainha virgem. O teste consistiu na apresentacdo individual das rainhas a 10
50



machos sexualmente maduros da mesma espécie (capturados de agregados
reprodutivos), em uma arena de cépula confinada. A arena de cépula utilizada foi uma
caixa de madeira (dimensdes: 12 cm x 12 cm x 6 cm), coberta por uma lamina de vidro,
assim permitindo a visualizagdo do seu interior. Em arena confinada, cada teste foi
conduzido utilizando-se dez machos, e teve duracdo de trés minutos. Nesse tempo,
contabilizamos o niumero de tentativas de cépula com a rainha. Nenhum macho foi
reutilizado em réplicas subsequentes.

Consideramos como o nivel de atratividade das rainhas o nimero de machos que
tentaram copular com elas. Nessa tentativa, muitos machos acabavam liberando suas
genitalias. Uma vez que esse enddfalo é liberado (Figura 2a), ele ndo retorna a sua
posicdo anterior, sendo entdo perdido (Figura 2b). Dessa forma, cada macho tem
apenas uma tentativa/chance de cdpula. Logo, consideramos o niumero de tentativas

de cépulaigual ao nimero de machos que perderam suas genitalias internas.

Figura 2 — a) Macho de Melipona flavolineata apds tentativa de cépula,

apresentando o enddfalo evertido (genitalia liberada), indicado pela seta; b)
Enddfalos liberados e perdidos por machos, sobre o chdo da arena de cépula. Fotos:

Cristiano Menezes.

Com esse experimento visamos testar o efeito de diferentes contextos sociais na
atratividade sexual de rainhas virgens. Para tanto, rainhas virgens foram mantidas em
laboratério, submetidas a diferentes tratamentos de contexto social para
acompanharmos o desenvolvimento de sua atratividade, e testa-la em determinado
momento. Os tratamentos consistiram na variagdo do numero de rainhas virgens e

operadrias, em diferentes combinag¢des (Tabela 1).
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Um total de 60 rainhas virgens foi distribuido em sistemas de criacdo confinados.
As rainhas experimentais foram introduzidas individualmente em placas de Petri ou
minicolonias diferentes. Antes da introducdo, cada uma teve suas asas cortadas a
metade, no intuito de impedir fugas.

Cada tratamento foi montado com rainhas recém-emergidas, as quais
permaneceram em diferentes niveis de condicdo social até seis dias apds a
emergéncia. Ao atingirem essa idade, a atratividade sexual foi testada através do
método usado no experimento anterior (apresentagao individual de cada rainha a dez
machos maduros diferentes, em uma arena de cépula confinada).

Nos tratamentos com duas rainhas virgens, sempre foram acondicionadas
rainhas emergidas no mesmo dia, porém de origens diferentes. Ao completarem seis
dias de vida, testamos o nivel de atratividade de ambas. Para a realizacdo dos testes
estatisticos, utilizamos apenas os dados referentes as rainhas que atrairam machos. Se
numa dupla de rainhas nenhuma provocou eversdes em machos ou 0 mesmo numero

de eversdes, a primeira foi escolhida para ser incluida nas analises.
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Tabela 1 — Descricdo dos tratamentos correspondentes aos diferentes niveis de

contexto social, em que foram mantidas as rainhas virgens de Melipona flavolineata

durante seis dias apds a emergéncia.

Tratamento Descri¢cdao do tratamento

Condigao de

criacao

Significado do

tratamento

Rainha virgem sozinha

Placa de Petri

Sem contexto
colonial

Placa de Petri

Contexto social
minimo

c (n=10)

2 Rainha virgem acompanhada
de 10 operarias jovens (n = 10)

c3 Rainha virgem acompanhada

de outra rainha virgem (n = 10)

Placa de Petri

Competigao entre
rainhas virgens

Duas rainhas virgens
c4 acompanhadas de 10
operarias jovens (n = 10)

Placa de Petri

Contexto minimo e
competicao entre
rainhas virgens

Rainha virgem acompanhada

c5 de varias operarias Minicoldnia Contexto social
completo
(n=10)
. . Contexto social
Duas rainhas virgens completo e
Cé acompanhadas de vdrias Minicolbnia P

operarias (n = 10)

competicdo entre
rainhas virgens

Analise dos dados

Para testar em que idade, e sob quais condi¢bes, as rainhas virgens de M.

flavolineata se tornaram sexualmente atrativas, foi utilizado o teste ndo-paramétrico

Kruskal-Wallis, e o teste a posteriori de comparacao multipla de ranks. Escolhemos

esses testes uma vez que as amostras ndo atenderam aos pressupostos do teste

paramétrico, mesmo tendo sido transformadas (Siegel & Castellan Jr., 2006).
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Resultados

Comportamento de rainhas virgens em condi¢ées de laboratdrio

Em condicdes de confinamento, observamos que as rainhas virgens mantidas em
minicolOnias realizaram os seguintes comportamentos: a) andar sobre as operarias; b)
inflar o abdome; c) correr pela caixa e bater as asas ritmicamente; d) girar
repetidamente em torno do proprio eixo; e) realizar trofaldxis com operarias; f) realizar
trofaldxis com outras rainhas virgens (somente nos tratamentos com duas rainhas)

(para visualizar os comportamentos, acesse: http://migre.me/oPhzo).

Registramos também a formacdo de corte de operarias ao redor de rainhas
dominantes, e a perseguicdao de algumas rainhas virgens, somente por operdrias,
principalmente nos tratamentos com duas rainhas (para visualizar uma rainha virgem

sendo rejeitada, acesse: http://migre.me/oPhpp). Exclusivamente em algumas

minicolonias, observamos a construcdo de células de cria, e sua inspe¢do por rainhas

virgens (para visualizar o comportamento, acesse: http://migre.me/oPhsW). Em placas

de Petri (tratamentos com operdrias), observamos todos os comportamentos citados,
exceto as rainhas andarem sobre as operdrias e a formacdo de corte ao redor das
rainhas. O comportamento de a rainha realizar movimentos circulares repetidos, em
torno do préprio eixo, também foi registrado no contexto C3: Rainha virgem

acompanhada de outra rainha virgem.

Em que idade as rainhas virgens se tornam sexualmente atrativas?

Dos 64 testes realizados com rainhas virgens em diferentes idades, 44 delas
(68,75%) se tornaram atrativas (provocaram eversées em machos sexualmente
maduros), havendo acasalamentos efetivos em 12,5% (n = 8) dos eventos. As idades
em que se efetivaram os acasalamentos foram: 03 dias (n = 3); 06 dias (n = 2); 15 dias

(n=2)e18dias (n=1).

Exceto em recém-emergidas (zero dia de idade), constatamos que as rainhas

virgens se tornaram sexualmente atrativas em todas as classes de idades. Houve
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diferenca no nivel de atratividade entre rainhas pertencentes a diferentes categorias
(KW-H (6;64) = 22,775; p = 0,0009). A categoria 0 dias foi a que mais diferiu das

demais, uma vez que essas rainhas ndo manifestaram atratividade (Figura 3).
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KW-H(6;64) = 22,7754; p = 0,0009

b
6 Median - 25%-75%
. L Non-Outlier Range © Outliers
4

NUmero de eversdes dos machos
w

3
2274 °

0 3 6 9 12 15 18
Idade das rainhas virgens (dias)

Figura 3 — Atratividade de rainhas virgens de Melipona flavolineata, medida em numero
de eversdes de machos, em diferentes idades. O ponto central e o box-plot indicam a
mediana e a variagdo das amostras numa faixa de 25% a 75%. A linha vertical representa
os limites das amostras (com excec¢do dos outliers), e o circulo vazado, os valores dos
outliers. As letras indicam diferencas significativas entre os ranks das categorias de idade,

a um nivel de significancia de 5%.

Qual o efeito do contexto social sobre a atratividade sexual das rainhas virgens?

Dos 60 testes realizados com rainhas com seis dias de idade, em diferentes
contextos sociais, 40% (n = 24) se tornaram sexualmente atrativas, ocorrendo cépulas
efetivas em 1,66% dos eventos (n = 1; contexto social C2: rainha virgem acompanhada
de 10 operarias, em placa de Petri). Observamos que houve diferenca na atratividade
de rainhas virgens provenientes de diferentes contextos sociais (KW-Hs 60) = 24,624; p
= 0,0002). As rainhas pertencentes ao contexto de minicolonias (com ou sem
competicdo com outra rainha, respectivamente C5 e C6) provocaram maior nimero de
eversoes em machos maduros, quando comparadas com as demais (Figura 4).
Constatamos ainda que nenhuma das rainhas virgens sem contexto social (C1) se

tornou atrativa (Figura 4).
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KW-H(5,60) = 24,624 p = 0,0002
6 | * Mediana & 25%-75% L Min-Max

Numero de eversoes dos machos
w
|
1

o]

C1 C2 C3 C4 C5 C6
Contextos sociais

Figura 4 — Atratividade sexual (medida em nimero de eversdes de machos maduros) de
rainhas virgens de M. flavolineata com 06 dias de idade, pertencentes a diferentes
contextos sociais. C1l: Rainha virgem sozinha em placa de Petri; C2: Rainha virgem
acompanhada de 10 operdrias jovens em placa de Petri; C3: Rainha virgem
acompanhada de outra rainha virgem em placa de Petri; C4: Duas rainhas virgens
acompanhadas de 10 operarias jovens em placa de Petri; C5: Rainha virgem em
contexto de minicol6nia; C6: Duas rainhas virgens em contexto de minicol6nia. O ponto
central e o box-plot indicam a mediana e a variagao das amostras numa faixa de 25% a
75%, respectivamente. A linha vertical representa os limites maximo e minimo das
amostras. As letras indicam diferencgas significativas entre os ranks das categorias ao

nivel de 5%.
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Discussao

Os comportamentos observados em rainhas criadas em confinamento estd de
acordo com outros estudos sobre o comportamento delas em condi¢ées ndo artificiais
(revisado por Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995). Mesmo com as asas cortadas, todo o
repertério comportamental de dominancia de rainhas virgens foi observado nas
minicolonias experimentais, incluindo os movimentos circulares em torno do préprio
eixo, e a formacgao de corte por operarias (Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995; Koedam
et al., 1995; Jarau et al., 2009; Karcher et al., 2013).

Uma vez que os comportamentos observados nas condi¢Oes artificiais, as quais
as rainhas foram submetidas, estdo de acordo com os comportamentos ja registrados
em condi¢des normais, concluimos que nossa abordagem experimental ndo alterou o
repertério comportamental esperado para a espécie. Portanto, os resultados podem
ser interpretados sob uma perspectiva ecoldgica e evolutiva, ja que ndo constituem

um artefato derivado de manipulagao.

Aptiddo reprodutiva de rainhas virgens em diferentes idades

Demonstramos que a atratividade (tentativas dos machos) e a receptividade
(acasalamentos efetivos) sexual das rainhas virgens de M. flavolineata se desenvolvem
na fase adulta, entretanto ndo sdo tracos influenciados pela idade. O nivel de
atratividade se mantém em diferentes momentos e pode se modificar em
consequéncia do contexto social vivenciado pelas rainhas apds emergirem. Embora
pigmentadas e comportamentalmente ativas, as rainhas virgens de Melipona nao
emergem atrativas (Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995), como também pudemos
observar. Diferentemente do que esperavamos as rainhas virgens dessa espécie ndo
apresentam um pico de atratividade ao longo da vida adulta. Ao contrdrio, observamos
gue as rainhas foram capazes de gerar respostas especificas em machos (e. g. tentativa
de cépula) quando ainda muito jovens, mantendo-se atrativas e receptivas durante

varios dias (entre trés e 18 dias de idade).

Interpretamos a manifestacdo da aptidao reprodutiva logo nos primeiros dias de

vida (da fase adulta) como uma antecipacdo. Quando comparadas com outros géneros
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de abelhas sem ferrdo (ndo-Melipona), nota-se que as rainhas de Melipona
desenvolvem a atratividade muito mais rapido. Em S. postica (Engels & Engels, 1988;
Engels et al., 1997) as rainhas se tornam atrativas entre 10 e 12 dias, e em T.
angustula, entre 12 e 14 dias (Santos, 2012). Em ambas as espécies, as rainhas levam
cerca de trés a quatro vezes mais tempo que as rainhas de M. flavolineata (ver
Resultados). A antecipa¢do da aptidao reprodutiva também foi registrada em outras
Melipona, por exemplo, em M. quadrifasciata e M. favosa, em que Silva et al. (1972) e
Sommeijer et al. (2003), respectivamente, observaram rainhas virgens entre um e oito
dias de idade sendo aceitas em col6nias 6rfas, e saindo do ninho para realizacdo do
voo nupcial. Camargo (1972), em seu estudo sobre acasalamentos em condi¢des
controladas, obteve cdpulas bem-sucedidas de M. quadrifasciata, utilizando rainhas

virgens ainda mais jovens, com menos de 24h de emergidas.

A manifestacdo antecipada da atratividade e da receptividade sexual em rainhas
virgens de Melipona (Camargo, 1976; Sommeijer et al., 2003; ver Resultados) pode se
dar em consequéncia da intensa competicdo a que estdo submetidas rainhas
pertencentes a mesma colénia (Koedam et al., 1995; Velthuis et al., 2006; Karcher et
al., 2013). Nos ninhos desse género, onde rainhas virgens sdo produzidas em
abundancia (Kerr, 1950; Wenseleers & Ratnieks, 2004; Santos-Filho et al., 2006), as
pressbes competitivas por oportunidades reprodutivas s3o grandes. O
estabelecimento de complexas hierarquias entre as rainhas (Imperatriz-Fonseca &
Zucchi, 1995) e a constante perseguicdo dessas rainhas pelas operarias (Koedam et al.
1995; Wenseleers et al., 2004; Jarau et al.,, 2009), podem ser entendidos como
resultado dessas pressdes. Nesse contexto de acirrada competicdo, e considerando
gue as rainhas competem por oportunidades de se reproduzir, aquelas que se
mostrarem reprodutivamente aptas no menor tempo, possivelmente obterdo

vantagens em relacdo as competidoras.

Levantamos, portanto, a seguinte questdo: nessa competitiva corrida por
oportunidades reprodutivas, qual o momento certo para uma rainha se tornar apta
para o acasalamento? Certamente seria na auséncia de uma rainha fisogastrica, e. g.
um contexto de substituicdo (Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995; Karcher et al., 2013),

ou em eventos dos quais a rainha-mde nao poderia participar, e. g. enxameacao
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(Sakagami, 1982; Van Veen & Sommeijer, 2000), ou parasitismo reprodutivo de outros
ninhos (Wenseleers et al.,, 2011; Van Oystaeyen et al., 2013). Entretanto, até onde
sabemos as rainhas virgens ndo tém como prever a ocorréncia de tais oportunidades,
de forma que devem contar apenas com a sorte de estarem disponiveis no momento

propicio (Karcher et al., 2013).

Portanto, as rainhas virgens precisam estar “sempre prontas” (reprodutivamente
aptas) para “aproveitarem” estas imprevisiveis oportunidades. Essa estratégia
provavelmente complementa o comportamento das rainhas de se esconderem em
diferentes reflugios dentro ninho (Kleinert & Imepratriz-Fonseca, 1994; Imperatriz-
Fonseca & Zucchi, 1995; Karcher et al., 2013). Esse comportamento tem sido
interpretado como uma evidéncia de que as rainhas virgens de Melipona “aguardam”
a oportunidade de se reproduzir, mantendo-se em seguranca dentro de potes de
alimento vazios, lamelas de cerume ou frestas do ninho (Kleinert & Imperatriz-
Fonseca, 1994; Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995). Mais uma vez, essa estratégia é
contrastante com aquela adotada por outros géneros de meliponineos em que, no
geral, as rainhas demoram a desenvolver atratividade. Em géneros como
Frieseomelitta, Friesella, Plebeia, Schwarziana, Scaura e Tetragonisca, as rainhas
virgens sdo mantidas em camaras reais (Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995), o que
representa uma forma da col6nia garantir a presenca de fémeas reprodutivas
(reprodutivamente aptas e prontas para o voo), no intuito de reativar a postura em

caso de orfandade, ou mesmo fornecer uma nova rainha para e enxameacao.

A constancia na atratividade e na receptividade sexual ao longo da vida adulta,
aqui demonstrada em M. flavolineata, reforca a interpretacdo dos nossos resultados
como uma estratégia das rainhas de estarem “sempre prontas” para o acasalamento.
Considerando, novamente, que as oportunidades reprodutivas sdo imprevisiveis, é
esperado que as rainhas mantenham-se reprodutivamente aptas o maximo de tempo
possivel. J& para as colbnias, ter rainhas virgens aptas para acasalar e disponiveis por
longos periodos, pode representar uma vantagem, pois uma oportunidade reprodutiva

para a rainha virgem necessariamente é um oportunidade reprodutiva para a colonia.
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Aptiddo reprodutiva de rainhas virgens e o contexto social

Esse foi o primeiro estudo que testou sistematicamente o efeito do contexto
social sobre a aptiddo reprodutiva (atratividade e receptividade) de fémeas
reprodutivas em meliponineos. Por meio dele, demonstramos que o contexto
vivenciado pelas rainhas virgens é um fator determinante para se tornarem aptas para
o acasalamento. Na auséncia de interacdes (sem contexto social), nenhuma das
rainhas se tornou atrativa, e tdo pouco, receptiva. Por outro lado, aquelas que
vivenciaram diferentes contextos e, portanto, variados niveis de interacdo social,

desenvolveram sua atratividade, e muitas chegaram a acasalar de fato.

Dois conjuntos de fatores atuam no desencadeamento da aptiddo reprodutiva de
um individuo: fatores internos (fisioldgicos) e fatores externos (resultantes da
interacdo social e seus desdobramentos) (Alcock, 2001). Demonstramos que na
espécie estudada, os fatores externos tiveram maior influéncia sobre a competéncia
reprodutiva das rainhas. Mesmo emergindo com o potencial fisiolégico para
acasalarem (fatores internos: e. g. ovariolos desenvolvidos, Cruz-Landim, 2009),
aquelas rainhas que foram mantidas isoladas de um contexto social (fator externo) nao

se tornaram reprodutivamente aptas.

Ficou clara a influéncia do contexto social sobre a aptiddo reprodutiva das
rainhas. A atratividade diferiu completamente entre os contextos extremos, auséncia
de operdrias e minicolénias (com ou sem a presenca de outra rainha), ndo havendo
uma relagdo direta entre a competéncia sexual das rainhas e a complexidade dos
diferentes contextos sociais. Destacamos ainda que a minima interagao (C3: rainha
com rainha, ambas virgens) resultou em fémeas capazes de atrair machos, mesmo que

em menor proporgao.

Os zangdes nao foram atraidos por rainhas que nunca participaram de interacdes
sociais, mas tentaram copular com as rainhas que vivenciaram diferentes contextos.
Uma vez que o interesse dos machos por rainhas é mediado por sinalizacbes quimicas
especificas, através de feromoénios sexuais produzidos por elas (Ayasse et al., 2001;
Fierro et al., 2011), podemos supor que as rainhas que ndo se tornaram atrativas ndo

produziram tais compostos. Novos experimentos devem ser realizados para
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demonstrar se esses compostos de fato ndo sdao produzidos por rainhas isoladas do

contexto social.

Com a investigagdo da aptidao reprodutiva, em diferentes momentos da vida das
rainhas, conseguimos obter evidéncias comportamentais sobre uma possivel
estratégia reprodutiva em Melipona. Essa estratégia consiste em que as rainhas
estejam sempre prontas para acasalar, ou seja, mantendo constante a sua atratividade
e a receptividade sexual o maximo de tempo possivel. Além disso, demonstramos a
importancia das interagdes sociais sobre o desenvolvimento da aptiddo reprodutiva de
rainhas virgens, que devem ser adequadas para que elas desenvolvam suas

capacidades reprodutivas.
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CAPITULO 3

Acasalamentos em condicGes artificiais e o controle da cdpula por rainhas virgens na

abelha sem ferrdao Melipona flavolineata Friese (Apidae, Meliponini)

Resumo

O custo de um acasalamento entre individuos geneticamente relacionados é alto,
sendo o caso mais grave entre irmdos. Como consequéncia do endocruzamento, as
colénias de abelhas sem ferrdao perdem metade da sua forca de trabalho, e a rainha
dominante é eliminada em pouco tempo. Tais detalhes da biologia reprodutiva dos
meliponineos, dentre outros, devem ser considerados quando o objetivo é criar
técnicas para controlar a reproducdo dessas abelhas. A reproducdo é uma etapa
importante, e domina-la ird acelerar a fundagdo de novos ninhos. Entretanto, as
técnicas de controle ainda esbarram em lacunas no conhecimento bdsico sobre essas
abelhas, como a habilidade das rainhas virgens em escolher seus parceiros sexuais. O
objetivo do nosso estudo foi testar a realizacdo (e o sucesso) de acasalamentos em
condicOes artificiais na espécie Melipona flavolineata, e testar se as rainhas virgens sao
capazes de decidir sobre a ocorréncia das cépulas. Um total de 39 rainhas foi
distribuido em dois experimentos. No primeiro, 15 rainhas foram apresentadas
individualmente a 10 machos sexualmente maduros em arenas de cépula confinadas.
A mesma rainha foi utilizada em duas condicdes fisioldgicas: a) normais; e b) inertes
(narcotizadas pelo uso de CO,), resultando em amostras pareadas. No segundo, 24
rainhas virgens foram individualmente apresentadas em dois ambientes: a) em arena
de cépula confinada; b) em campo, préoximo a um agregado reprodutivo de machos,
também resultando em amostras dependentes. Em ambos, foi contabilizado o nimero
de machos que tentou acasalar com as rainhas, bem como a quantidade de
acasalamentos efetivos. Durante os testes, observamos que as rainhas virgens
impedem a ocorréncia de acasalamentos, escolhendo fechar ativamente suas placas
genitais. Com isso, a maioria dos machos, na tentativa de copular, liberou o enddfalo,
sem conseguir inseri-lo nas rainhas virgens. No primeiro experimento, os
acasalamentos ocorreram efetivamente somente quando as rainhas estavam inertes
(66%; n = 10), impedidas de tomar qualquer decisdo em relacdo aos seus potenciais

parceiros. No segundo, ocorreram apenas em campo, com baixo sucesso (8,33%; n =
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2). Uma hipotese que poderia explicar esses comportamentos seria que as rainhas
estdo tentando evitar cépulas com individuos geneticamente relacionados. Se elas
realmente fazem essa identificacdo e usam-na como motivo para decidir acasalar ou

nao, é uma hipdtese que ainda precisa ser testada em meliponineos.

Palavras-chave: comportamento de cdpula, arena de acasalamento, eversdo do

macho, narcose, endocruzamento.
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Abstract

The costs of a mating between genetically related individuals is high, the most
alarming case being between brothers and sisters. As a result of inbreeding, colonies of
stingless bees lose half of its workforce, and the dominant queen is eliminated in a
short time. Such details of the reproductive biology of stingless bees, among others,
should be considered when the goal is to create techniques to control the
reproduction of these bees. Reproduction is an important step, and control it will
speed up the foundation of new nests. However, control techniques still run into gaps
in basic knowledge on these bees, as the ability of virgin queens in choosing their
sexual partners. The aim of our study was to test the performance (and success) of
matings in artificial conditions in the species Melipona flavolineata, and test whether
the virgin queens are able to decide on the occurrence of copulation. A total of 39
qgueens was distributed in two experiments. In the first, 15 queens were presented
individually to 10 sexually mature males in confined mating arenas. The same queen
was used in two physiological conditions: a) normal; b) inert (drugged by the use of
CO,), resulting in paired samples. Then, 24 virgin queens were individually presented in
two environments: a) confined in mating arena; b) in the field, next to a cluster of
reproductive males, also resulting in dependent samples. In both cases, we counted
the number of males who tried to mate with the queens and the effective amount of
matings. During the tests, we observed virgin queens preventing the occurrence of
matings by actively closing their genital plates. Thus, most of the males in an attempt
to copulate, released the endophallus, being unable to enter it into the gyne. In the
first experiment, matings indeed took place only when the queens were inert (66%; n =
10), prevented from taking any decision in relation to their potential partners. In the
second, matings occurred only in the field, with low success (8.33%, n = 2). One
hypothesis that could explain these behaviors would be that queens are trying to avoid
inbreeding. If they really can identify a related male and use it as a reason to decide to

mate or not, is a hypothesis that remains to be tested in stingless bees.

Key words: mating behavior, mating arena, male eversion, narcotizing, inbreeding.
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Introdugao

A reproducdo é a razao final da vida de um organismo. Para os animais que a
realizam por meio de acasalamentos, ao invés de reproducdo assexuada, encontrar o
melhor parceiro possivel, no momento mais adequado, é imprescindivel para o seu
sucesso reprodutivo (Johnstone et al., 1996; Cotton et al., 2006; Kempenaers, 2007).
Nos grupos em que as fémeas sdao monandricas, essa pressdo em investir
corretamente todo esforco reprodutivo é maior sobre elas (Thornhill & Alcock, 1983;
Eberhard, 1996).

Esse é o caso das fémeas reprodutivas (ou rainhas virgens) das abelhas sem
ferrdo (Strassmann, 2001; Jaffé et al.,, 2014), um grupo de abelhas eussociais
(Hymenoptera: Apidae: Meliponini; Michener, 2013). Entre os Hymenoptera, a escolha
do parceiro sexual tem importancia ainda maior no sucesso reprodutivo do individuo.
A escolha errada por parte da rainha, de um macho com alelo igual ao seu para o gene
csd (complementary sex determiner, em inglés), causard a producdo de machos
diploides, diminuindo o seu sucesso reprodutivo e no caso especifico das abelhas sem
ferrdo, causara a sua morte (Camargo, 1976; 1979). Portanto, é esperado que essas
fémeas escolham bem o momento para acasalar, assim como o macho que lhe
provera, de uma Unica vez, a quantidade de espermatozoides que utilizardo para
fecundar seus 6vulos ao longo de sua vida.

Por ocasido do acasalamento, o macho atraido monta sobre a rainha virgem,
imobiliza-a com suas pernas, e tenta insistentemente copular com ela (Camargo, 1972;
Engels & Engels, 1988). O seu objetivo é tocar a ponta distal do abdome da fémea,
quando poderd liberar a sua genitdlia interna (ou enddfalo) e fecunda-la. O uso da
forca pelos machos, na tentativa de dominar as rainhas e isola-la do contato com
outros machos, foi descrito em diferentes espécies: Melipona quadrifasciata
(Camargo, 1976), Scaptotrigona postica (Engels & Engels, 1988), Tetragonisca
angustula (Imperatriz-Fonseca et al., 1998). Embora a previsdo da teoria seja de que,
em espécies monandricas, os machos estdo sob forte pressdo de escolha das fémeas
(Thornhill & Alcock, 1983; Eberhard, 1996), a habilidade das rainhas virgens em fazer
essa escolha ndo tem sido demonstrada nas abelhas sem ferrdo. Em teoria, essa é uma
habilidade importante por permitir que a rainha eleja, dentre tantas opg¢des, aquele

macho que possui qualidades almejaveis para sua prole (Eberhard, 1996; Liipold et al.,
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2014). Mas, principalmente, para ter a capacidade de evitar acasalar com individuos
indesejdveis, a exemplo de seus irmaos (zangbes), com quem compartilham metade do
material genético (Cook & Crozier, 1995; Zayed & Packer, 2005; Hedrick et al., 2006).

As rainhas virgens dos meliponineos, em consequéncia do voo nupcial seguido
de fecundacdo, retornam para suas colmeias com o enddfalo de um macho acoplado
em sua camara vaginal, e expondo duas estruturas ao final do abdome, os gondstilos
(Kerr et al., 1962; Silva et al., 1972), de forma que é possivel identificar uma rainha
recém-copulada através desse sinal de acasalamento (mating sign, em inglés). Mais
gue uma forma de reconhecermos seu status reprodutivo, o sinal corresponde a uma
barreira fisica a ocorréncia de novos acasalamentos. A genitdlia masculina é uma
estrutura esclerotizada (Michener, 1990; 2007), e que se instala profundamente na
mucosa vaginal da fémea (Campos & Melo, 1990; Melo et al., 2001; Menezes, 2010). O
macho que deixa esse sinal garante a vitdria sobre seus competidores, e acabada
morrendo em pouco tempo (Engels & Imperatriz-Fonseca, 1990).

O estudo dos acasalamentos em condi¢Ges artificiais forneceu muito do que
sabemos atualmente sobre o comportamento do par sexual em diferentes espécies de
meliponineos. Machos e fémeas, aptos para a cépula, foram reunidos em arenas
confinadas, como um método para atender a diferentes objetivos. O primeiro deles foi
a inducdo de acasalamentos entre irmaos para se estudar os efeitos do
endocruzamento nas colonias de abelhas sem ferrdo, usando como modelo
experimental a espécie M. quadrifasciata (Camargo, 1972). O segundo foi o estudo da
atratividade sexual de rainhas virgens de S. postica, utilizando como meétrica os
diferentes niveis de resposta comportamental dos zangdes (Engels & Engels, 1988).
Por dltimo, o método foi utilizado para atestar a qualidade reprodutiva de rainhas
virgens produzias artificialmente (ou produzidas in vitro; Menezes, 2010).

Portanto, o método para controlar as cépulas em abelhas ja estd estabelecido,
incluindo-se os meliponineos (e.g. M. quadrifasciata; Camargo, 1972). Entretanto é
preciso testa-lo em diferentes espécies e, se necessario, adequa-lo a cada uma delas. A
importancia da técnica se justifica pelo fato de que, ao controlar a etapa “reproducdo”
no ciclo de vida dessas abelhas, é possivel acelerar o processo de fundacdao de novas

colbnias (Venturieri et al., 2012). Esse é o atual e principal objetivo que se tem com a
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criacdo racional e o manejo das abelhas sem ferrdo, atividade econ6mica conhecida

como meliponicultura (Nogueira-Neto, 1953; 1997).

Considerando que o controle da reproducdao dos meliponineos é um tema de
interesse pratico, mas que ainda esbarra em lacunas no conhecimento basico sobre a
biologia de diferentes espécies, o objetivo do nosso estudo foi testar a realizacdo (e o
sucesso) de acasalamentos em condi¢des controladas em uma espécie de abelha sem
ferrdo, e testar se as rainhas virgens sdo capazes de decidir sobre a ocorréncia das

copulas.

Material e métodos

Area de estudo e espécie estudada

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Botdnica da Embrapa
Amazonia Oriental (Belém, PA, Brasil; 1°26°11.2°S, 48°26°35.50”W), entre Outubro e
Novembro dos anos de 2012 e 2014. A paisagem local é caracterizada pela presenca de
remanescentes florestais e por areas de cultivos agricolas. O clima da regido é do tipo
Af (classificacdo climatica de Koppen-Geiger), caracterizado por altas temperaturas e

precipitacdo minima de 60 mm nos meses mais secos do ano (Peel et al., 2007).

A espécie estudada foi a abelha sem ferrdo Melipona flavolineata, conhecida
popularmente como urucu-amarela. Essa é uma espécie de distribuicdo restrita ao
Brasil (Silveira et al., 2002), ocorrendo nos estados do Amazonas, Para, Maranhdo e
Tocantins (Pedro, 2014). A producdo de sexuados ocorre durante todo o ano, variando
em quantidade entre as estacdes (Santos-Filho et al., 2006; Ferreira et al., 2013). Ao
longo de um dia, nascem diversas rainhas virgens que, na presenca da rainha
fisogastrica, sdo perseguidas e eliminadas em poucas horas ou dias, como ocorre em
outras Melipona (Koedam et al., 1995; Karcher et al., 2013). Os machos, por sua vez,
ao deixarem os ninhos permanentemente, formam agregacdes reprodutivas préximas

a colénias da mesma espécie (observacao pessoal).
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Procedimentos gerais

Obtencgdo de individuos

As rainhas virgens utilizadas nos experimentos foram obtidas a partir de favos de
cria nascentes (ou maduros). Para tanto, foram coletados 10 favos maduros,
provenientes de coldnias diferentes, para obtermos rainhas virgens recém-emergidas.
Todas as rainhas emergidas em um intervalo de 24h foram acondicionadas em uma
placa de Petri, contendo alimento ad libitum e algumas operarias jovens. Tal

procedimento foi repetido sempre que necessario, para a obtencdo de novas rainhas.

Por sua vez, os machos utilizados foram obtidos de agregacdes reprodutivas
localizadas proximas a colOnias co-especificas. Por encontrarem-se no ambiente,
assumimos que todos os machos estavam sexualmente maduros (ver Capitulo 1 dessa

dissertacdo).

Acondicionamento de rainhas virgens em laboratdrio

As rainhas virgens receberam marcac¢des coloridas no térax (com tinta acrilica
ndo toxica) e foram acondicionadas em minicolonias. Essas foram fundadas em caixas
de madeira com dimensdes de 14 cm x 14 cm x 6 cm, contendo cerume, um pote de
polen, mel de Apis mellifera (ofertado em tubo eppendorf com volume de 5 ml), cerca
de 40 operarias (com diferentes idades, porém ainda incapazes de voar) e um favo de
cria maduro (contendo abelhas prestes a emergir). A medida que novas abelhas
emergiam, identificdvamos as rainhas virgens sem marcacdo no térax e as
elimindvamos. E importante destacar que as abelhas estiveram confinadas dentro da
minicolonia, portanto sem acesso ao ambiente externo a caixa de madeira. A
manutencdo das minicolonias foi realizada diariamente, consistindo na reposi¢cdo dos
alimentos ofertados, retirada de residuos (lixo e fezes), e registro de possiveis mortes

de individuos.
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Desenho experimental

A seguir sdo apresentados os procedimentos de dois experimentos: a)
acasalamentos com rainhas virgens em diferentes condicGes fisiologicas (normais ou
inertes); b) acasalamentos em diferentes ambientes (campo e em confinamento).
Nesses experimentos, tentamos induzir acasalamentos entre rainhas virgens e machos
em condi¢gdes controladas, observando seus comportamentos e registrando a

ocorréncia de tentativas de cépulas e a de cdpulas efetivas.

Acasalamentos com rainhas virgens em diferentes condicdes fisioldgicas

Nesse experimento, tivemos como objetivo testar a realizacdo de acasalamentos
controlados com rainhas virgens em diferentes condicdes fisiolégicas. Para tanto, as
rainhas foram mantidas em minicol6nias confinadas em laboratdrio, e apresentadas a
machos sexualmente maduros, a fim de registrarmos seu nivel de atratividade de

machos, bem como a realiza¢ao dos acasalamentos.

Rainhas virgens que indicavam comportamentos de dominancia (Capitulo 2) em
suas minicol6nias de origem, com idades desconhecidas, foram testadas em duas
situacOes: a) em condicdes normais; b) inertes (narcotizadas pelo uso de diéxido de
carbono - CO,). Para ficarem inertes, as rainhas foram acondicionadas em um tubo de

plastico e, em seguida, expostas a um fluxo de CO, durante um minuto (Figura 1).

Em testes preliminares sobre o acasalamento em confinamento, observamos que
as rainhas virgens fechavam suas placas genitais, como se estivessem escolhendo
realizar a cdpula ou ndo. Isso nos fez levantar a hipétese de que pudessem estar
impedindo ativamente o acasalamento. Pra testa-la, utilizamos o CO,, com o objetivo
de impedir as rainhas virgens de tomarem decisGes, uma vez que essa substancia
possui efeito anestésico. Assumimos que as rainhas mantiveram sua atratividade,
mesmo apos a aplicacdo de CO,, assim como no estudo de Jarau et al. (2009), no qual

I”

provocou uma “morte experimental” em rainhas virgens, através do seu

congelamento.
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Figura 1 — Rainha virgem de Melipona flavolineata, indicada pela seta, sendo induzida
a narcose através da exposicdo ao fluxo de CO,, que passa através do tubo
transparente sem cor. A rainha encontra-se dentro do tubo transparente azul, que
contém um pequeno orificio na extremidade mais fina, por onde flui a corrente de

CO,. Foto: Jamille Veiga.

O teste consistiu na apresentacdo individual das rainhas virgens a dez machos
maduros diferentes, em arena de cépula confinada (Figura 2). A mesma rainha foi
apresentada nas duas situagdes, em condicdes normais (antes da aplicacdo de CO,) e
inerte (depois da aplicacdo de CO,), resultando, portanto, em amostras dependentes.
Ao total, foram realizados 30 testes, dois para cada rainha virgem, totalizando 15

observacgoes pareadas. Nenhum dos machos foi reutilizado nos testes subsequentes.

Cada teste teve duracdo total de trés minutos, durante os quais contabilizamos o
numero de tentativas de acasalamento com eversdes, por parte dos machos (nimero
de perdas da genitalia masculina), e o nUmero de acasalamentos efetivos (nUmero de
machos que introduziram a sua genitdlia na fémea). A arena de cépula utilizada
consistiu numa caixa de madeira (dimensdes: 12 cm x 12 cm x 6 cm), coberta por uma
lamina de vidro, assim permitindo a visualizacdo do seu interior. Apds os testes, as

rainhas virgens foram acondicionadas em placas de Petri (9 cm de diametro), contendo
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12 operarias (ainda incapazes de voar) e alimento ad libitum (pdlen fermentado e mel

de Apis mellifera).

~
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Figura 2 — Representacdo do teste de acasalamento na espécie Melipona

flavolineata, utilizando dez machos sexualmente maduros, e uma rainha virgem,

em arena de copula confinada.

Acasalamentos em diferentes ambientes

Nesse experimento, nosso objetivo foi testar a realizacdo de acasalamentos
controlados em dois tipos de ambientes. Para tanto, as rainhas foram mantidas em
condicGes variadas, confinadas em laboratério, com acesso ilimitado a pdlen e mel. As
rainhas virgens tiveram suas asas cortadas a metade, no intuito de impedir seu voo

durante os procedimentos.

Os testes consistiram na apresentacdo individual das rainhas a machos
sexualmente maduros, em duas situacdes: a) arena de cdpula confinada; b) em campo,
proximo a agregacdes reprodutivas. A mesma rainha foi apresentada nas duas
situacdes, resultando, mais uma vez, em amostras dependentes. Ao todo, foram
realizados 48 testes, sendo dois para cada rainha virgem, totalizando 24 observacoes
pareadas. Cada teste teve duracdo total de trés minutos, durante os quais

contabilizamos o numero de tentativas de acasalamento com eversées (niumero de
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perdas da genitalia masculina), e o numero de acasalamentos efetivos (nUmero de

machos que introduziram a sua genitalia na fémea).

Em arena confinada (descrita anteriormente), cada teste foi conduzido
utilizando-se dez machos (Figura 2). Em campo, por sua vez, as rainhas eram liberadas
no chdo, em uma lona estendida sobre a grama, a 1 metro de distancia de um
agregado reprodutivo (Figura 3). Nessa condigdo, foi possivel controlar o nimero de
machos disponiveis (estimamos a presenca de aproximadamente 100 individuos no

agregado utilizado).

é
> &
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Figura 3 — Representacdo do teste de acasalamento de Melipona flavolineata
realizado em campo, préoximo a uma agregacao reprodutiva. A seta indica uma
rainha virgem sendo ofertada, a aproximadamente a um metro de distancia (linha
tracejada) do agregado de machos (individuos aglomerados no Meliponario),

sobre uma lona estendida no solo.
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Analises dos dados

Para testar se houve diferenga na resposta dos machos (nimero de eversées) em
diferentes condicdes de acasalamentos controlados, foi utilizado o teste t pareado.
Para testar se houve diferenca na resposta das rainhas virgens (nUmero de cépulas
efetivas) em diferentes condi¢cbes de acasalamentos controlados, foi utilizado o teste
Qui-quadrado pareado (teste de McNemar). Em ambos os testes consideramos um

nivel de significancia de 5% (Siegel & Castellan Jr., 2006)

Para testar se houve diferenca na resposta dos machos (nimero de tentativas
com eversao da genitdlia) em diferentes condi¢ées de acasalamentos controlados, foi
utilizado o teste t pareado (Siegel & Castellan Jr., 2006). Para testar se as rainhas
controlam a cépula (numero de acasalamentos efetivos) em diferentes condi¢des de
acasalamentos controlados, foi utilizado o teste qui-quadrado pareado (teste de
McNemar) (Siegel & Castellan Jr., 2006). O nivel de significancia utilizado em ambos os

testes foi de 5% (Siegel & Castellan Jr., 2006).

Resultados

Comportamentos observados durante os testes de acasalamento

Durante a realizacdo dos testes, pudemos observar peculiaridades nos
comportamentos de machos e rainhas virgens associados a cépula, nas diferentes
situagOes testadas. Exclusivos dos testes em confinamento foram os seguintes
comportamentos: solicitacdo e realizacdao de trofalaxis das rainhas virgens com os
machos. Jd para os testes em campo, registramos que uma espécie de “voo de
patrulha” em zigue-zague, desempenhado pelos machos, em busca das rainhas que

estavam no solo (para visualizar o comportamento, acesse: http://migre.me/oPhGF),

foi o Unico comportamento exclusivo. Em ambas as situac¢des, confinamento e campo,
observamos comportamentos compartilhados, sendo eles, a distensdao abdominal das
rainhas, com frequente friccdo das pernas nas laterais do abdome, e a imobilizacdo da
rainha virgem, com o macho pressionando suas pernas e englobando o abdome da

mesma.
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Observamos também outros dois comportamentos compartilhados entre os
ambientes. O primeiro deles foi o fechamento das placas genitais, por parte das
rainhas, enquanto os machos tentavam copular com elas. Esse comportamento
sempre precedia o segundo comportamento inesperado, a perda do enddéfalo por
parte dos machos (Figura 4a; para visualizar os comportamentos, acesse:

http://migre.me/oPhJL). Ao everterem suas capsulas genitais, e incapazes de inseri-las

com sucesso nas rainhas virgens, os machos perdiam definitivamente seu érgao
copulador (Figura 4c). Apenas em campo, observamos um macho de outra espécie, M.
melanoventer, sendo atraido por uma rainha de M. flavolineata, e evertendo sua

genitalia, sem conseguir inseri-la na rainha virgem.

No experimento com rainhas narcotizadas, constatamos que muitas vezes os
machos tentavam acasalar com as rainhas numa posicdo ndo usual. Quando
apresentdvamos as fémeas “adormecidas”, elas permaneciam inertes no chdo da
arena, como se estivessem “deitadas de lado”. Assim, quando o macho tentava monta-
la, acabava arrastando-a pela arena (Figura 4b; para visualizar os comportamentos,

acesse: http://migre.me/oPhKP).
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Figura 4 — a) Tentativas de cépula em Melipona flavolineata, com eversdo da genitalia
masculina; b) Cépula efetiva, na qual o macho introduziu com sucesso o seu enddéfalo na
rainha virgem narcotizada c) Macho com enddfalo evertido; d) Rainha virgem inerte apds

exposi¢ao ao CO,. Fotos: Cristiano Menezes.

Acasalamentos com rainhas virgens em condi¢bes normais e inertes

Ao apresentarmos rainhas virgens em diferentes condi¢cdes, normais ou
narcotizadas, observamos que houve diferenca na resposta dos machos em relacdo ao
estado das rainhas (tgependente = 3,742; GL = 14; p = 0,002). Em média, um zangdo a
menos foi estimulado apds a narcose das rainhas virgens. Observamos também que
houve diferenca na ocorréncia de cépulas efetivas ()(2,);,,,e;,,d0 = 8,100; GL = 1; p = 0,004),
as quais nao ocorreram em 100% (n = 15) dos testes com rainhas em condigdes
normais, mas se efetivaram em 66,66% (n = 10) dos testes com rainhas “adormecidas”

(Tabela 1).
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Em até trés dias apds os procedimentos de acasalamento, e subsequente
acondicionamento das rainhas em placas de Petri, nove rainhas morreram. Portanto,
procedemos a disseccdo das espermatecas para verificar se as mesmas estavam
repletas de sémen. Constatamos que, dessas nove rainhas, cinco foram inseminadas
com sucesso. Dentre as acasaladas, tivemos uma que sobreviveu aos procedimentos,

desenvolveu fisogastria e fundou uma col6nia independente.

Tabela 1 — Numero de tentativas (eversdes dos machos) e cépulas bem sucedidas com
rainhas virgens de Melipona flavolineata em condicdes normais ou inertes

(narcotizadas pelo uso de CO,).

Rainhas em condi¢des . .
Rainhas narcotizadas

normais .
Rainha # (Antes do CO,) (Depois do CO,)

Eversdes Cop}JIas Eversdes COpl.JIaS

efetivas efetivas

1 4 0 1 0
2 1 0 0 1
3 0 0 0 0
4 4 0 0 1
5 3 0 0 1
6 2 0 0 1
7 2 0 0 1
8 3 0 0 1
9 5 0 1 1
10 9 0 0 1
11 3 0 0 1
12 1 0 0 0
13 2 0 0 0
14 0 0 0 1
15 3 0 0 0
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Acasalamentos em diferentes ambientes

Observamos que houve diferenca na resposta dos machos (nimero de eversdes)
quando apresentamos rainhas virgens em campo e em confinamento (tgependente = -
2,289; GL = 23; p = 0,032). Em média, dois machos a mais foram atraidos quando as
rainhas foram apresentadas em campo, préximo a agregacdes reprodutivas.
Constatamos ainda que, ndo houve diferenca na frequéncia de acasalamentos entre os
dois ambientes ()(Zp,a,read0 =0,500; GL = 1; p = 0,479). Em confinamento, ndo ocorreram
copulas em 100% (n = 24) dos eventos, ja em campo, houve cépulas em 8,33% (n = 2)

deles (Tabela 2).
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Tabela 2 — Numero de tentativas (eversGes dos machos) e copulas bem sucedidas com
rainhas virgens de Melipona flavolineata em arenas de copula e no agregado
reprodutivo.

Arena de cépula Agregado reprodutivo
(confinamento) (em campo)
Rainha #
Eversdes Copulas efetivas Eversdes Copulas efetivas
1 2 0 19 0
2 1 0 8 0
3 0 0 0 0
4 0 0 5 0
5 1 0 5 0
6 0 0 10 0
7 0 0 0 0
8 1 0 0 0
9 0 0 3 1
10 1 0 6 0
11 2 0 2 0
12 1 0 3 0
13 3 0 0 0
14 0 0 0 0
15 0 0 0 0
16 1 0 0 0
17 0 0 0 0
18 0 0 2 0
19 3 0 0 0
20 0 0 0 0
21 0 0 0 0
22 0 0 0 0
23 4 0 1 0
24 0 0 9 1
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Discussao

Em M. flavolineata registramos comportamentos associados ao acasalamento
que se mostraram inesperados e que ainda nao haviam sido reportados para o género
Melipona. As rainhas virgens impediram a ocorréncia de acasalamentos ao fechar
ativamente suas placas genitais. A maioria dos machos, na tentativa de copular,
liberou o endéfalo, sem conseguir inseri-lo nas rainhas virgens. O fechamento das
placas e a eversdao do enddfalo foram comportamentos muito especificos, que se
repetiram em diferentes condi¢des, sugerindo que existe um controle das rainhas
sobre o momento ou as condi¢bes adequadas para realizar a cépula. Em condicdes de
confinamento, esses comportamentos também foram observados em Scaptotrigona
aff. depilis, com algumas rainhas desviando ativamente a ponta do seu abdome, em
resposta aos machos que nelas montavam (Menezes, 2010). O comportamento de
eversdo do enddfalo sem penetracdo na rainha virgem também foi registrado nessa
espécie (Menezes, 2010).

O unico contexto em que ndo houve controle da copula por parte das rainhas foi
quando estavam narcotizadas, ou seja, impedidas de fechar as placas genitais, optando
por ndo acasalar. Esse foi o Unico contexto em que foi possivel, aos machos de M.
flavolineata, introduzir o enddfalo com sucesso nas rainhas virgens. Entretanto,
atestamos que o sucesso dos acasalamentos controlados foi baixo. Mesmo que a
propor¢do de acasalamentos efetivos tenha sido de 66,66% (n = 10) no experimento
com rainhas narcotizadas, a sobrevivéncia de rainhas acasaladas foi igual a 1% (n = 1).

Demonstramos ainda que, tanto nos testes realizados em campo como em
confinamento (com rainhas em condi¢cdes normais), as fémeas escolheram nado
acasalar, mantendo suas placas genitais fortemente fechadas e resistindo as investidas
dos machos. Embora o nimero de machos que tentou copular com as rainhas tenha
sido maior em campo, a proporcdo de acasalamentos efetivos foi ainda menor do que
no experimento com rainhas narcotizadas, caindo de 66,66% para 8,33% dos eventos.

Nossos resultados sdo contrastantes com os de Camargo (1976), que obteve 29
acasalamentos efetivos com M. quadrifasciata em condi¢des controladas (dois quais
12 rainhas realizaram postura e fundaram colénias). O método utilizado pela autora

consistiu na simples apresentacdo individual das rainhas virgens, também mantidas em
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pequenas colonias, a machos sexualmente maduros em arenas de cépula. Tal
procedimento foi repetido com sucesso em outros estudos que, utilizando a mesma
espécie, também obtiveram acasalamentos efetivos (Bezerra, 1995; Melo et al., 2001).
Contudo, nenhum desses estudos registrou a eversdao do enddfalo dos machos em
consequéncia do fechamento das placas genitais de rainhas atrativas. Considerando
que esses comportamentos sdo bastante especificos (o fechamento das placas e a
eversdao do endofalo), e possiveis indicadores de uma forte selecdo de parceiros, ou
das condi¢cdes adequadas para a ocorréncia de copulas, acreditamos que os
acasalamentos sejam rigidamente controlados em M. flavolineata. Sendo assim, a que
se deve esse controle tao intenso?

Os machos férteis dos meliponineos se originam de ovos ndo fecundados (ou
haploides), enquanto as fémeas, rainhas virgens ou operarias, se originam de ovos
fecundados (ou diploides) (Wilson, 1971; Heimpel & de Boer, 2008). Nos meliponineos,
adicionalmente ao sistema haplo-diploide de determinacdo do sexo dos himendpteros,
existe outro sistema que contribui na determinacdo sexual, o sistema complementar
de determinacdo do sexo com lécus Unico (single-locus complementary sex
determination, em inglés; Cook & Crozier, 1995). Devido a esse sistema, existe a
possibilidade genética de surgir um novo tipo de individuo, o diploide homozigoto
(para lécus sexual), que dara origem a machos inférteis e menos longevos, os machos
diploides (Camargo, 1979; 1982). Essa possibilidade se torna real quando ocorrem
endocruzamentos, ou seja, acasalamentos entre individuos que compartilhem o
mesmo alelo no lécus sexual, sendo a combinagdo mais alarmante entre irmados (Cook
& Crozier, 1995; Zayed & Packer, 2005; Hedrick et al., 2006). Como consequéncia, uma
populacdo que seria completamente dominada por fémeas, se torna composta por
50% de machos diploides.

A presenca de machos diploides em uma col6nia ndo é desejada, uma vez que
estes ndo contribuem com a forca de trabalho (por serem machos), tdo pouco com a
reproducdo, por terem longevidade reduzida e sua prole ndo ser viavel (Camargo,
1982; Cook & Crozier, 1995). Ao invés de valiosos, como sdo os machos haploides, os
diploides representam um custo para a col6nia. O endocruzamento, portanto, é um

grave problema para as popula¢des de abelhas sem ferrdo. A producdo desses machos
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resulta em elevadas taxas de substituicio de rainhas (Alves et al.,, 2011), um
mecanismo das operarias para reverter a situagao.

Porém, existem mecanismos de evitar que os endocruzamentos acontegam nas
popula¢des naturais. Um deles é promover a dispersao dos machos dos seus locais de
origem (observado em M. favosa, Sommeijer & Bruijn, 1995; em S. mexicana, Mueller
et al., 2012; e em T. angustula, Santos, 2012). Nossos resultados sugerem estratégia
complementar, que seria o intenso controle da cdpula pelas rainhas virgens. Em
condigdes artificiais, registramos que as rainhas oferecem resisténcia ao acasalamento,
fechando ativamente suas placas genitais e, mesmo assim, provocam eversdes da
genitalia dos machos. Uma hipétese que poderia explicar esses comportamentos seria
gue tais rainhas estdo tentando evitar cépulas com individuos geneticamente
relacionados e, ainda, conseguem elimind-los da populacdo de “machos disponiveis”,
penalizando-os com a perda da sua Unica chance de acasalar.

O acasalamento com um irmao pode acontecer em dois contextos, o primeiro
seria fora dos ninhos, em agregados reprodutivos compostos por machos de ninhos
proximos. Esse cenario depende da densidade de col6nias no local, bem como do nivel
de isolamento genético da populacdo (Alves et al., 2011; Taft & Roff, 2012). Quanto
menor a diversidade da populacdo, maiores sdo as chances de uma rainha virgem
acasalar com um macho irmao. Por outro lado, devido as baixas taxas de enxameacao
em meliponineos (Roubik, 2006; Oliveira et al., 2013), e ao curto raio de dispersdo de
seus enxames (Nogueira-Neto, 1954; Sakagami, 1982; Roubik, 2006), é de se esperar
gue o endocruzamento seja uma ameaca real as populagdes naturais dessas abelhas.
Contudo, nesse contexto dificilmente uma rainha virgem conseguiria distinguir um
macho irm3o de outro macho. Mais provavel é que ela utilize a capacidade de escolha
para decidir, dentre os machos disponiveis, aquele que tenha melhores aptiddes (e. g.
capacidade de voo, forca para domina-la, dentre outros).

O segundo contexto seria dentro dos ninhos. Embora nunca tenha sido
comprovada em meliponineos, a ocorréncia de acasalamentos entre irmaos dentro das
colmeias (em condi¢des naturais), como ocorre em pelo menos seis espécies de
Bombus (Kruger, 1951; Foster, 1992; Darvill et al., 2007), a possibilidade existe. Como
demonstramos, os machos das abelhas sem ferrdo se tornam sexualmente maduros e
permanecem por algum tempo dentro dos ninhos (Capitulo 1; Van Veen et al., 1997). A
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permanéncia desses machos no mesmo ambiente em que as rainhas virgens se tornam
sexualmente atrativas e receptivas (Capitulo 2; Jarau et al., 2009; Karcher et al., 2013),
sdo eventos que podem favorecer a ocorréncia de endocruzamentos dentro dos
ninhos. Isso refor¢a, mais uma vez, que a habilidade das rainhas virgens em fechar as
placas genitais pode ser interpretada como um mecanismo para evitar acasalamentos
com irmdos. Para identifica-los, as rainhas podem ser guiadas através de pistas
quimicas, como fazem as vespas escavadoras (Herzner et al., 2006), ou as abelhas
primitivamente eussociais do género Bombus (Foster, 1992); especialmente através
dos perfis de hidrocarbonetos da cuticula, os quais costumam apresentar uma
porcentagem compartilhada entre individuos relacionados (Nunes & Turatti, 2009;
Pianaro et al.,, 2009; Ferreira-Caliman et al.,, 2013). Se elas realmente fazem essa
identificacdo e usam-na como motivo para decidir acasalar ou ndo, é uma hipétese que
ainda precisa ser testada em meliponineos.

Destacamos, contudo, que o baixo niumero de acasalamentos em campo pode
nao ter relagdo com um mecanismo para evitar endocruzamentos, e sim com uma
falha natural na proporcdo de fémeas que irdo acasalar de fato em uma dada
populacdo (Rhainds, 2010). Em condi¢des experimentais, Camargo (1976) observou
gue em M. quadrifasciata, 35% das rainhas virgens nunca copulam. Devido a
diversidade de espécies em Meliponini, é possivel que essa margem de falhas de

copula também seja variavel, mesmo dentro de um Unico género.

Respostas dos machos em diferentes condig6es de acasalamento

Demonstramos que ocorrem modificacbes nas respostas dos grupos de machos
quando estes sao expostos a rainhas virgens que se encontram em diferentes
condices fisiolégicas (normais ou inertes), ou quando expostos em diferentes
ambientes. No primeiro caso, “menos individuos” foram atraidos por rainhas
narcotizadas, porque aqueles que tentaram acasalar, logo nas primeiras tentativas,
conseguiram. No segundo, “mais individuos” foram atraidos por rainhas em campo, do
gue em confinamento, devido a quantidade de machos disponiveis no ambiente ser

maior (em comparacdo as condicdes experimentais propostas nesse estudo).
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E importante destacar que, em varios testes, algumas rainhas ndo atrairam
machos em confinamento, mas o fizeram quando apresentadas em campo (Tabela 2).
Isso indica que, ao levar certa quantidade de machos ao confinamento, pode-se estar
selecionando individuos que talvez ndo respondam aos estimulos visuais e quimicos
das rainhas virgens atrativas (Engels et al., 1993; Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995;
Jarau et al., 2009; Fierro et al., 2011; Kércher et al., 2013).

Esse raciocinio é reforcado pelo que aconteceu quando apresentamos as rainhas
virgens proximas ao agregado reprodutivo, onde no maximo 19 machos, dentre
aproximadamente 100 individuos, realizaram o “voo de patrulha” em busca das
fémeas ofertadas. Sugerindo, finalmente, que apenas uma porcentagem desses
individuos é estimulada pela presenca de determinada rainha virgem. Logo, ao levar os
zangbes para o confinamento, corre-se o risco de selecionar individuos que nunca
seriam estimulados por aquela rainha virgem, mesmo em condi¢gdes naturais,
excluindo aqueles que demonstrariam interesse (Sommeijer et al., 2004). Uma solucao
para esse problema é se utilizar de grande nimero de machos, como feito por Engels
& Engels (1988), também em testes de confinamento.

Observamos ainda que um macho de outra espécie, M. melanoventer, foi atraido
por uma de nossas rainhas virgens (M. flavolineata), realizando o mesmo
comportamento observado em machos anteriores: everteu sua genitalia, sem
conseguir inseri-la na rainha virgem. A presenca de outras espécies num agregado de
machos de determinada espécie tem sido observada nos meliponineos (Santos et al.
2014; observacdo pessoal). Mas uma rainha virgem atraindo um macho de espécie
diferente da sua é um acontecimento nunca registrado. Essa observacdo é, no minimo,
interessante, e reforca a possibilidade de ocorréncia de hibridizacdo entre espécies
dentro de Melipona (registrado entre M. scutellaris e M. capixaba; Nascimento et al.,

2000).
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Discusséao geral e consideracoes finais

O ciclo de vida dos sexuados (machos e rainhas virgens) da abelha sem ferrdo
Melipona flavolineata tem inicio quando estes ainda se encontram dentro do ninho.
Ao longo da vida adulta, os machos desenvolvem a maturidade sexual e a habilidade
de voo, as quais se estabilizam entre 10 e 15 dias de idade (Capitulo 1). Da mesma
forma, as rainhas virgens desenvolvem atratividade e receptividade sexual, a qual se
manifesta antecipadamente no inicio da fase adulta e mantem-se constante ao longo
dela, podendo sofrer altera¢cdes devido ao contexto social em que as rainhas estdo

inseridas (Capitulo 2).

Os machos se tornam reprodutivamente aptos e permanecem por algum tempo
dentro dos ninhos (Capitulo 1). A permanéncia desses machos no mesmo ambiente
em que as rainhas virgens desenvolvem sua aptiddo reprodutiva (Capitulo 2) sdo
eventos que podem favorecer a ocorréncia de endocruzamentos dentro dos ninhos.
Demonstramos que as rainhas virgens de M. flavolineata tem a capacidade de fechar
ativamente suas placas genitais e, assim provocar eversdes nos machos, sem que estes
consigam copular efetivamente com essas rainhas (Capitulo 3). Nesse contexto,
interpretamos esse comportamento como um mecanismo que evoluiu para evitar
acasalamentos com irmaos, embora a habilidade de uma rainha em identificar um

macho geneticamente relacionado ainda precise ser demonstrada.

Nessa dissertacdo investigamos aspectos da biologia reprodutiva de
meliponineos, utilizando somente uma espécie como modelo para o estudo. Essa
abordagem de espécie-alvo foi essencial por dois motivos: a) ainda existem poucos
estudos sobre M. flavolineata, e nenhum deles versa sobre a sua biologia reprodutiva;
b) focar numa espécie pouco estudada traz novas informacGes para as abelhas sem
ferrdo, em termos de diversidade, enriquecendo as comparac¢des das histérias de vida

e estratégias ecoldgicas e evolutivas entre as espécies da Tribo.

Destacamos ainda que, por M. flavolineata ser considerada uma espécie de

abelha sem ferrdo de importancia comercial (Magalhdes & Venturieri, 2010; Contrera
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et al., 2011; Venturieri et al., 2012) as informacgdes levantadas com o presente estudo
podem incrementar, futuramente, as prdticas de manejo nessa espécie. Tais praticas
atualmente estdo bem estabelecidas apenas para a producdo de mel e a multiplicacdo
de ninhos (Magalhdes & Venturieri, 2010; Contrera et al., 2011), enquanto o manejo
especifico para a producdo massal de col6nias ainda esbarra em questdes basicas,
como o conhecimento da biologia reprodutiva. Agora, temos informagGes sobre como
criar machos e rainhas virgens em laboratério (Capitulos 1 e 2) para serem utilizados
em acasalamentos sob condi¢gdes controladas (assim como temos para M.
quadrifasciata; Camargo, 1972; 1976). E, sabendo que a inducdo de acasalamentos em
condicBes artificiais tem baixo sucesso em M. flavolineata (como teve em Apis
mellifera; Réaumur, 1740; Nowakowski & Morse, 1971) os esforcos de pesquisa podem
ser direcionados para outras técnicas de controle da reproducdo, como os nucleos de
fecundacdo e a inseminacgdo artificial (Laidlaw, 1944; Woyke, 1962; Baer & Schmid-
Hempel, 2000; Cobey et al., 2013).

O controle da reproducao de meliponineos ainda é um gargalo a ser contornado
para atingirmos com sucesso a producdo de col6nias em larga escala, com praticas de
manejo bem estabelecidas (Cortopassi-Laurino et al.,, 2006; Contrera et al., 2011;
Venturieri et al., 2012). Acreditamos que esse é um trabalho de prospeccdo de

espécies, e que deve ser pensado em longo prazo.
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