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RESUMO

As abelhas sem ferrdo, também chamadas de meliponineos, sdo insetos eussociais, com ferréo
atrofiado. Elas formam col6nias compostas por dois tipos basicos de individuos: machos e
fémeas. O ciclo de vida dos machos de Meliponini comega com uma estadia de duas a trés
semanas dentro do ninho. Ao comecarem a voar, a maturidade sexual é atingida e se tornam
aptos a viver fora do ninho, podendo fazer parte dos agregados reprodutivos, durante tais
eventos, centenas de machos se reinem em agregacfes a espera de uma oportunidade de
acasalar com uma rainha virgem. O agregado é o mecanismo mais efetivo para o
acasalamento, pois a rainha utiliza sinais quimicos e os machos utilizam sinais visuais, por ser
menos dispendioso do que a procura pelo parceiro sexual. O tamanho corporal dos machos
pode ser um fator importante ou até determinante na sobrevivéncia deles no ambiente e no
alcance aos agregados reprodutivos. Seguindo essa tematica, neste estudo testou-se se a
formacgéo dos agregados da abelha sem ferrdo Melipona flavolineata funcionaria como um
mecanismo de selecdo indireta pré-copula. O estudo foi realizado em um meliponério,
localizado na Embrapa Amaz6nia Oriental, em Belém-Par4, Brasil. Foram usadas 11 coldnias
e coletados entre 8 e 10 machos recém emergidos de cada, totalizando 90 machos
provenientes de colénias e 90 machos provenientes de agregados reprodutivos. Foram
tomadas medidas morfométricas da cabeca, torax e tibia direita. A partir da comparacdo de
machos provenientes de favos e de machos de agregados, grupos pré e pds-selecdo,
respectivamente, observamos diferencas morfoldgicas, indicando que a formacgdo de
agregacao reprodutiva funciona como um mecanismo de selecdo de parceiros sexuais.
Demonstramos diferengas no tamanho corporal, especificamente no tamanho do térax e dos
olhos, machos com olhos maiores e corpo mais longilineo estdo mais aptos a viver fora da
col6nia pelo fato de terem uma visdo mais adaptada ao ambiente e sdo mais aptos a alcancar
agregados reprodutivos e a rainha virgem, logo terdo uma oportunidade maior de acasalarem
com uma rainha. Por fim, a formacdo de agregados reprodutivos funciona como um filtro,
produzindo efeitos de selecdo sobre 0s parceiros sexuais disponiveis para rainhas virgens, por
ocasido do acasalamento.

Palavras-chave: machos; selecéo; col6nias; agregados; acasalamento



ABSTRACT

The stingless bees, also called meliponines, are eossocial insects with atrophied sting. They
form colonies composed of two basic types of individuals: males and females. The life cycle
of Meliponini males begins with a stay of two to three weeks inside the nest. As they begin to
fly, sexual maturity is reached and they become able to live outside the nest, being able to be
part of the reproductive aggregates, during such events, hundreds of males gather in
aggregations waiting for an opportunity to mate with a virgin queen. The aggregate is the
most effective mechanism for mating, since the queen uses chemical cues and males use
visual cues, as it is less expensive than the sexual partner's search. Male body size may be an
important or even determining factor in their survival in the environment and in reaching the
reproductive aggregates. Following this theme, in this study it was tested whether the
formation of aggregates of the stingless bee Melipona flavolineata would function as an
indirect pre-copula selection mechanism. The study was carried out in a meliponary, located
at Embrapa Amazonia Oriental, in Belém-Para, Brazil. Eleven colonies were collected and
collected from 8 to 10 newly emerged males, totaling 90 males from colonies and 90 males
from reproductive aggregates. Morphometric measurements of the head and thorax were
taken. From the comparison of males coming from combs and from males from aggregates,
pre and post-selection groups, respectively, we observed morphological differences,
indicating that the formation of reproductive aggregation functions as a mechanism for
selection of sexual partners. We show differences in body size, specifically in the size of the
thorax and eyes, males with larger eyes and longer body are more apt to live outside the
colony because they have a more adapted vision to the environment and are more apt to reach
reproductive aggregates, you will soon have a better chance of mating with a queen. Finally,
the formation of reproductive aggregates acts as a filter, producing selection effects on the
sexual partners available to virgin queens at the time of mating.

Keywords: males; selection; colonies; aggregates; mating.
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1. Introducéao

As abelhas sem ferrdo, também chamadas de meliponineos, sdo insetos eussociais
(Wilson, 1971; Lin e Michener, 1972), com ferrdo atrofiado (Michener, 2007). Elas formam
colbnias compostas por dois tipos basicos de individuos: machos e fémeas, sendo que esse
segundo grupo se divide em operarias e rainhas. As fémeas sdo originadas de ovos fecundados
(diploides), e os machos s&o provenientes de ovos ndo fecundados (haploides), a partir de um
processo chamado partenogénese arrendtoca; desta forma, eles possuem apenas metade dos
cromossomos em relacdo as fémeas (Wilson, 1971; Heimpel e De Boer, 2008). As abelhas
possuem o desenvolvimento chamado holometabolo, ou seja, passam por todas as etapas da
metamorfose ainda dentro da célula de cria, que dura cerca de 37 dias (Kerr et al., 1996). A
celula de cria é onde a rainha deposita um ovo, e este ovo dard origem a uma abelha. Dentro
dessa ceélula, juntamente com o ovo, é depositado também o alimento larval, mistura de
secrecdo glandular, mel e pdlen, que sera suficiente para todo o periodo de desenvolvimento e
metamorfose do novo individuo. Sendo assim, depois de emergirem, o tamanho corporal das
abelhas n&o se altera (Michener, 2007).

O ciclo de vida dos machos de Meliponini comeca com uma estadia de duas a trés
semanas dentro do ninho, durante o qual eles mostram pouca atividade, como a desidratacao
do néctar (Cortopassi-Laurino, 1979). Ndo ha evidéncia de que as atividades dos machos
contribuam de alguma forma para o beneficio da col6nia. Pouco se sabe sobre as atividades
dos machos fora do ninho. Aparentemente, sdo capazes de armazenar grande quantidade de

néctar antes de deixarem o ninho (Cortopassi-Laurino, 1979, Van Veen et al., 1997).

Apdbs emergirem e atingirem a maturidade, os machos abandonam a colénia e nédo
mais retornam (Engels e Imperatriz-Fonseca, 1990; Van Veen et al., 1997). Ao comegarem a
voar, a maturidade sexual é atingida e se tornam aptos a viver fora do ninho, podendo fazer
parte dos agregados reprodutivos (Engels e Imperatriz-Fonseca, 1990; Sommeijer e Bruijn,
1995; Cortopassi-Laurino, 2007). Durante tais eventos, centenas de machos se relinem em
agregacdes a espera de uma oportunidade de acasalar com uma rainha virgem (Sommeijer e
Bruijn, 1995). Este sistema de acasalamento resulta em intensa competi¢do, uma vez que 0s
machos devem encontrar uma agregacdo, persistirem nela até que uma rainha chegue,

persegui-la no voo e, finalmente, conseguir copular e insemina-la (Koeniger et. al., 1989). A



oportunidade de cdpula esté sujeita a selegdo pré-copula, atraves da competi¢cdo macho-macho
e da escolha feminina (Darwin, 1872; Aradjo, 2004).

A selecdo de um parceiro sexual ideal, em especial em animais que copulam apenas
uma vez, € de suma importancia, pois isso sera determinante para a fertilizacdo ser bem
sucedida, e também deixar descendentes aptos a sobreviverem no meio ambiente. O individuo
que investe mais energia na producdo de seus gametas é quem vai escolher 0 seu parceiro
sexual, ou seja, quem investe mais, escolhe. Por outro lado, compete pelo parceiro sexual
guem investe menos energia na producdo de gametas (Darwin, 1872). O que isso significa?
Existem trés problematicas, a primeira é que sdo produzidos muito mais machos que rainhas,
assim a razdo sexual é desproporcional, a segunda, todas as espécies de abelhas sem ferrdo
acasalam apenas uma vez (Peters et al., 1999; Strassmann, 2001; Jaffé et al., 2014). Sendo
assim, um macho que tenha sua Unica chance desperdicada ndo deixara descendentes. Outra
prerrogativa da selecdo sexual € que a reproducdo feminina € limitada pelo acesso aos
recursos para nutrir e produzir seus gametas, ao passo que a reproducdo masculina é limitada
principalmente pelo acesso as fémeas (Bateman, 1948). Analisando essas questdes, 0
esperado é que os machos persigam a fémea e ndo o contrario.

O agregado € o mecanismo mais efetivo para o acasalamento, pois a rainha utiliza
sinais quimicos e os machos utilizam sinais visuais, por ser menos dispendioso do que a
procura pelo parceiro sexual. A formacdo dos agregados vai proporcionar uma maior
dificuldade em acasalar com machos aparentados, e com isso evita também mutacdes
deletérias. Apds a copula bem sucedida, a genitdlia do macho fica presa a da fémea,
obstruindo sua abertura genital (Kerr et al., 1962; Silva et al., 1972; Imperatriz-Fonseca e
Zucchi, 1995). Os machos morrem alguns dias apds a clpula, ou seja, isso vai impedir a
ocorréncia de mecanismos pds-copula.

O tamanho corporal dos machos pode ser um fator importante ou até determinante na
sobrevivéncia deles no ambiente, apds deixarem o ninho, e no alcance aos agregados
reprodutivos. Seguindo essa tematica, neste estudo testou-se se a formacdo dos agregados da
abelha sem ferrdo Melipona flavolineata funcionaria como um mecanismo de selecao indireta
pré-copula. Foram testadas as seguintes predigdes: i) existe diferenca corporal em machos pré
e pos-selecdo; ii) no conjunto de machos poés-selecdo os individuos apresentam maior

tamanho corporal.

2. Material e métodos



2.1. AREA DE ESTUDO E ESPECIE ESTUDADA

O estudo foi realizado em um meliponario, localizado na Embrapa Amazdnia Oriental,
(1°26'11.52"S, 48°26'35.50"W), em Belém-Para, Brasil. O clima da regido é do tipo Af (de
acordo com classificacdo de Koppen-Geiger), sendo caracterizado por estacfes secas e com
precipitacdo ndo menos que 60mm nos meses de chuva, além de altas temperaturas (em torno
de 30° C) (Peel et al., 2007).

A espécie de abelha utilizada neste estudo foi M. flavolineata, uma espécie distribuida
nos Estados do Maranhdo, Para, Tocantins e Ceara (Pedro, 2014). Sendo que esta espécie €
muito utilizada no Nordeste Paraense para a producdo de mel. Destacando-se as cidades de
Vigia, Tracuateua, Braganca e Igarapé-Acu (Magalhaes e Venturieri, 2010).

As coletas dos machos foram feitas entre os meses de Agosto e Setembro de 2016, que
é o periodo de producdo dos mesmos. Os demais procedimentos foram executados entre

Outubro de 2016 e Fevereiro de 2017, e consistiram nas etapas descritas a seguir.

2.2. COLETA DE DADOS

Foram usadas 11 colénias e coletados entre 8 e 10 machos recém emergidos de cada,
totalizando 90 machos provenientes de col6nias e 90 machos provenientes de agregados
reprodutivos. Apoés isso, foram colocados em tubos Eppendorf (1,5 ml) e armazenados em
congelador, para serem fotografados e medidos posteriormente. A cabeca, térax e perna
direita foram desmembrados e fotografados usando um estereomicroscopio acoplado a uma
camera, utilizando ampliacdo de 0.8x, e as medidas foram feitas usando o software Motic
Images Plus 2.0. A cabeca, o térax e a perna direita foram colocados sobre superficie
esponjosa e cobertos com uma lamina de vidro, a fim de padronizar as superficies para as
medicoes.

Foram tomadas as seguintes medidas: Altura da cabeca (AC), Altura do térax (AT),
Largura do olho esquerdo (COE), Largura do olho direito (COD), Distancia interocular (DI),
Distancia intertegular (DIT), Comprimento da tibia (CT), Largura da tibia (LT) e Largura
méaxima da cabeca (LMC).

2.3. ANALISES
Para testar a predicdo de que existe diferenca corporal em machos pré e pds-selecdo,

utilizamos o teste t paramétrico. Para os conjuntos de dados que ndo atenderam aos



pressupostos de normalidade e homogeneidade das variancias, utilizamos o teste ndo-
paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney. ZAR, J.H. Biostatistical analysis. Prentice Hall,
New Jersey, 1999.

3. Resultados

A partir da comparacdo de machos provenientes de favos e de machos de agregados,
grupos pré e pos-selecdo, respectivamente, observamos diferencas morfoldgicas, indicando
que a formacdo de agregagdo reprodutiva funciona como um mecanismo de selecdo de
parceiros sexuais.

Em relacdo aos atributos morfométricos da cabeca (Figura 1), observamos valores
médios menores e valores de desvio padrdo maiores no grupo de machos provenientes de
favos (Tabelal), e observamos o padrdo contrario no grupo de machos proveniente de
agregado (Tabela 2). Encontramos diferencas na largura dos olhos (LOE e LOD) e na
distancia interocular (DIO): a largura dos olhos foi maior nos machos provenientes de
agregados, em relagdo aos machos provenientes de favos, com diferenca de 0,0353mm no
olho esquerdo e de 0,0156mm no olho esquerdo; ja na distancia interocular, 0s machos
provenientes de agregados apresentaram a média menor, essa diferenca foi de 0,056mm
(Tabela 3).

Quanto aos atributos do térax (Figura 2), houve diferenca na altura do térax (AT) e na
distancia intertegular (DIT): verificamos a diferenga de 0,0341mm na altura do tdrax e
diferenca de 0,0519mm na distancia intertegular, com valores médios maiores nos machos
provenientes de favos e valores de desvio padrdo menores nos machos provenientes de
agregados (Tabela 3). No que se referem aos demais atributos morfométricos (Figura 3), ndo

foi observada diferenca significativa entre os grupos pré- e pés-selecéo.
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Figura 1 - Variacdo nos atributos morfométricos da cabeca de 180 machos de Melipona
flavolineata, sendo 90 machos provenientes de agregados reprodutivos e 90 machos
provenientes de favos. Onde as respectivas letras representam as comparagOes entre as
variacdes dos mesmos: a) altura da cabeca (AC); b) largura do olho esquerdo (LOE); c)
largura maxima da cabeca (LMC); d) largura do olho direito (LOD) ; e) distancia interocular
(DI); f) Representacdo da cabega do macho e as medidas que foram tomadas; Linha vermelha:
(AC), Linha roxa: (LMC), Linha verde: (LOD), Linha Azul: (LOE) e Linha Amarela:

distancia interocular (DI).
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Figura 2 - Variacdo nos atributos morfométricos do térax de 180 machos de Melipona
flavolineata, sendo 90 machos provenientes de agregados reprodutivos e 90 machos
provenientes de favos. Onde as respectivas letras representam as comparacGes entre as
variacfes dos mesmos: a) comprimento da tibia (CT); b) altura do térax (AT); c) distancia
intertegular (DIT); d) representacdo das medidas que foram tomadas da tibia, onde: Linha
azul: comprimento da tibia (CT) e Linha preta: largura da tibia; €) Linha vermelha: altura do

torax e Linha amarela: distancia intertegular.



Tabela 1 - Estatistica descritiva dos atributos morfométricos de machos de Melipona flavolineata
coletados diretamente dos favos. As siglas indicam os seguintes atributos morfométricos: AC= altura
da cabeca; AT= altura do térax; LOE= largura do olho esquerdo; LOD= largura do olho direito;
DIO= disténcia interocular; DIT= distancia intertegular; CT= comprimento do térax; LT= largura do

torax; LMC= largura maxima da cabeca. N=90 individuos.

Favos AC AT LOE LOD DIO DIT CT LT LMC
Méaximo 3,0109 3,4165 1,0051 0,9952 2,1252 3,0600 2,5600 0,9300 3,0109
Minimo 2,4407 2,4400 0,6755 0,6800 1,6749 2,2936 2,0663 0,6571 2,4407
Media 2,6985 2,8263 0,8218 0,8532 1,8836 2,6159 2,2965 0,7499 2,6985
Desvio 0,1258 1,1825 0,0611 0,0559 0,0993 0,1708 0,1053 0,0516 0,1258
padrdo

Tabela 2 - Estatistica descritiva dos atributos morfométricos de machos de Melipona flavolineata
coletados diretamente dos agregados. As siglas indicam os seguintes atributos morfométricos: AC=
altura da cabeca; AT= altura do térax; LOE= largura do olho esquerdo; LOD= largura do olho
direito; DIO= distancia interocular; DIT= distancia intertegular; CT= comprimento do torax; LT=

largura do térax; LMC= largura maxima da cabeca. N=90 individuos.

Agregados AC AT LOE LOD DIO DIT CT LT LMC
Maximo 2,9973 3,0706 0,9813 0,9709 1,9401 2,8112 2,5051 0,8716 3,7196
Minimo 2,4402 2,5609 0,7256 0,7717 1,5884 2,1494 12,0279 0,6361 3,4077
Média 2,6960 2,8604 0,8571 0,8688 1,8276 2,5640 2,2873 0,7432 3,5850
Desvio 0,0963 0,1086 0,0445 0,0432 0,0587 0,1050 0,0913 0,0363 0,0726
Padrdo

Tabela 3 — Favos vs Agregados. Estatistica com os resultados do teste de Wilcoxon-Mann-Whitney.

Favos vs. Agregados

Atributos morfométricos

W/t P

Altura da cabeca 3856 0,5798
Altura do torax 3136 0,0089*
Comprimento da tibia t= 0,626 (gl= 178) 0,532"
Distancia Interocular 5332 0,0002*
Distancia intertegular 4806.5 0.0305*
Largura do olho direito 3306 0,0334*
Largura do olho esquerdo 2194.5 <<0,01*
Largura maxima da cabeca 3519 0,1291
Largura da tibia 4228 0,6116

* valores de p considerados significativos a um nivel de significancia menor ou igual a 0,05.

¥ Unico conjunto de dados que atendeu aos pressupostos do teste t paramétrico.



4. Discussao

Demonstramos diferengas no tamanho corporal entre machos pertencentes a diferentes
grupos, pré- e pos-selecdo, especificamente no tamanho do térax e dos olhos. Contudo, ao
contrario do que se esperava, no conjunto de machos pos-selecdo nem todos os atributos
corporais sdo de maiores dimensdes: observamos que, machos com maior comprimento do
torax e maior largura dos olhos, porém com menor distancia entre as tégulas, foram
encontrados com maior frequéncia nos agregados reprodutivos. A formacdo de agregados
reprodutivos funciona como um filtro, produzindo efeitos de selecdo sobre os parceiros
sexuais disponiveis para rainhas virgens, por ocasido do acasalamento (Mueller et al., 2011), e
assim reduzindo a chance de endocruzamento (Paxton, 2005).

Observamos que quanto menor a distancia entre os olhos, maior é o espacgo preenchido
por eles. Olhos maiores tendem a proporcionar uma melhor visdo, pois as estruturas visuais
estdo relacionadas ao tamanho corporal, assim como ocelos maiores, omatideos ventrais e
centrais maiores (Aradjo, 2010). As abelhas sem ferrdo dependem fortemente da visdo, tanto
para a orientacdo espacial (Hrncir et al., 2003; Eckles et al., 2012) quanto para detec¢do de
fontes alimentares (Spaethe et al., 2014), e também para o alcance dos agregados
reprodutivos, e posteriormente a rainha, que estd pronta para acasalar. Sendo assim,
possivelmente o alcance dos machos aos agregados é mediado pelos seus atributos corporais.

Utilizamos a distancia intertegular como uma estimativa do tamanho corporal do
individuo (Cane, 1987). A menor distancia entre as tégulas e 0 comprimento maior do térax
proporcionam um corpo mais longilineo, ou seja, mais estreito lateralmente e,
consequentemente, tornando este corpo mais aerodindmico (Boomsma et al., 2005; Greenleaf
et al., 2007). A premissa € de que 0s machos menores possuem maior chance de sucesso de
acasalamento (Neems et al., 1992), o que € atribuido a agilidade em voo (Mclachlan, 1986). O
tamanho corporal tem influéncia sobre a capacidade de regulacdo da temperatura pelas
diferentes espécies de Meliponini e consequentemente influenciam sua capacidade de voo
(Pereboom e Biesmeijer, 2003; Roubik, 1989). Neste estudo foi verificado que os machos
provenientes dos favos de cria apresentaram a cabeca menor do que 0s machos provenientes
de agregados reprodutivos e desvio padrdo maior, ou seja, houve uma grande variagdo no
tamanho da cabeca dos individuos de favos. J& nos machos que alcangaram os agregados
reprodutivos, houve um desvio padrdo menor, sendo assim estes machos eram relativamente
de tamanho semelhante. Isso indica que, de um universo de machos que nascem, apenas

alguns alcangam os agregados reprodutivos.



As espécies de abelhas eussociais com operarias de maior tamanho corporal
apresentam maior raio de voo e, portanto, podem cobrir uma &rea maior enquanto buscam
fontes de alimento (Roubik e Aluja 1983; Wille 1983; Araujo et al., 2004). No entanto,
grandes corpos podem restringir o forrageamento durante o dia em que a temperatura
ambiente é muito alta (Pereboom e Biesmeijer 2003), e também como foi dito anteriormente,
um corpo menor propicia uma maior agilidade no voo, e a rainha virgem é perseguida por
grandes enxames de machos que concorrem ao acasalamento. (Gries e Koeniger, 1996). No
processo de agregacOes reprodutivas, estimulos quimicos e visuais desempenham um papel de
suma importancia (Lopez e Kraus, 2009). Esperava-se um tamanho corporal maior nos
machos que alcangaram os agregados, pois tamanhos maiores estéo relacionados ao sucesso
de acasalamento em outros insetos sociais (Couvillon et al., 2010; Abell et al., 1999;
Wiernasz et al., 2001). Grande parte do comportamento das abelhas fora do ninho é parcial ou
inteiramente guiado pela visdo, controle de voo, deteccdo e reconhecimento de flores e a
entrada do ninho (Srinivasan, 2010).

Em um estudo recente de Koffler et al. (2016) sobre a competicdo entre machos
participantes de agregados reprodutivos na espécie Scaptotrigona aff. depilis, foi utilizado o
método de marcacao dos individuos que ainda estavam dentro da col6nia, verificado quantos
e quais deles alcancaram os agregados reprodutivos, e em outro momento, verificado por
quantos dias permaneceram nos mesmos. Também foi verificada a qualidade morfoldgica, o
namero, comprimento e variagdo dos espermatozoides dos machos que atingiram a agregacao.
O numero de machos marcados em cada colénia foi positivamente correlacionado com o
nimero de machos marcados recolhidos nas agregacGes. O tamanho dos machos nao
influenciou no alcance dos mesmos aos agregados, porém os machos que persistiram mais
tempo nos agregados reprodutivos foram geralmente menores, além de espermatozoides mais
curtos também possuiam o comprimento dos espermatozoides mais variavel (Koffler et al.
2016), isto indica que ndo ha pressdo seletiva para reduzir a variagdo do comprimento do

espermatozoide, tal como descrito em espécies sociais polindricas (Fitzpatrick e Baer, 2011).

As espécies de abelhas maiores geralmente se beneficiam de olhos maiores, mais
agudos e mais sensiveis, que sdo assumidos como pre-requisitos importantes para a evolugéo
das habilidades visuais de pouca luz (Land 1997; Kelber et al., 2006). Em um estudo sobre a
morfologia dos olhos de operarias de abelhas sem ferrdo, correlacionou-se positivamente com
o tamanho corporal, sugerindo que as espécies maiores possuem olhos mais sensiveis

(Streinzer et. al, 2016). Nesse mesmo estudo, os dados da espécie Trigonisca pipioli, sugerem



que as espécies menores podem ter desenvolvido adaptacdes especificas que aumentam a
sensibilidade a luz para enfrentar os desafios do voo na floresta escura.

Como dito anteriormente, foi observado que quanto menor a distancia interocular,
provavelmente esses individuos terdo olhos maiores e quanto mais longilineo o corpo, mais
aerodinamico ele sera e consequentemente tera mais agilidade no voo. Pode-se inferir a partir
dos resultados deste trabalho, que os machos com olhos maiores e corpo mais longilineo estéo
mais aptos a viver fora da col6nia pelo fato de terem uma visdo mais adaptada ao ambiente,
proporcionando a procura por alimento facilitada, além da visualizagéo de intempéries que o
rodeiam, e por fim sdo mais aptos a alcangar agregados reprodutivos, mais aptos a enxergar e
alcancar mais rapido a rainha virgem no voo nupcial, e assim terdo uma oportunidade maior

de acasalarem.
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