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ABSTRACT. Number of XO alleles in a population of Melipona quadrifasciata
anthidioides Lepeletier (Hymenoptera, Apidae, Meliponinae). The number of xo
alleles of a population of stingless bees can be estimated by observing the male
proportion of the first brood comb produced by a new queen (about 40 F1 bees) and
the tetal number of colonies. A proportion of 50% diploid males indicates insemination
of the queen by a single male with some xo sex allele; 25% diploid male would indicate
insemination by two males (one with some xo as the queen and another with different
one). Diploidy was confirmed by cytology of the testis. The original population (78
colonies) of Ribeirdo Preto, State S. Paulo, Brazil, had 8 xo sex alleles. From this
population, 10 colonies were orphaned and taken to the Serra do Mar (Sea Mountains)
at Espirito Santo State (1200 km far) in order that the virgin queen of each colony
would cross with males of this region. Ten days after the nine hives (one was lost)
were brought back to Ribeirdo Preto. No one of them produced diploid males. New
samples took from all the Meliponary revealed that the number of xo sex alleles to
have increased to 17,3. Than, this methodology can be used to increase the genetic
variability of the stingless bees populations.
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MACKENSEN (1951) ao cruzar rainhas de Apis mellifera Linnaeus, 1758,
com seus irmaos ou filhos, obteve 50% de esterilidade. MACKENSEN (1955),
encontrou 11 heteroalelos, xo' a xo'!, numa populacdo de A. mellifera ligustica
Spinola, 1806. Trabalhando com uma populagdo de A. mellifera ibérica Ruttner,
1988, 12 alelos foram encontrados por LAIDLAW et al. (1956).

WOYKE (1963) observou que as operdrias comiam as larvas de machos
dipléides de A. mellifera, ocasionando 50% de sobrevivéncia da cria. Criando esses
machos dipléides em estufa, para que ndo fossem mortos pelas operdrias, Woyke
constatou que 50% eram machos dipldides. Usando a mesma técnica CHAUD-NETO
(1980a,b) conseguiu cruzd-los com rainhas normais e obter operdrias tripldides.

O numero de alelos sexuais numa populacao de abelhas africanizadas (A.
mellifera) foi estudado por ADAMS et al. (1977). Este nimero foi estimado em 18,9
a partir da determinagao do nimero de larvas de machos dipléides encontrados em
90 coldnias de uma populagdo de 500 colonias. PAGE et al. (1983) estudaram a
distribui¢ao dos alelos xo em populagdes fechadas de A. mellifera.
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KERR et al. (1978) sugerem que a determinagao do sexo em abelhas ocorraem
duas fases: a primeira fase, poucas horas ap6s a postura e a segunda fase, no final da
fase de pré-pupa, anteriormente a determinagao de todos os discos imaginais, em que
ha uma interac@o entre os genes feminizantes aditivos (ndo compensados) e genes
parcialmente ndo aditivos (compensados), determinadores de masculinidade.

KERR et al. (1996) sugere que o gene em questao seja curto (poucos nucleoti-
deos), visto que o nimero de heteroalelos encontrado foi entre 7 a 24. Em A. mellifera,
MACKENSEN (1955), LAIDLAW et al. (1956) e ADAMS et al. (1977) encontraram 11,
12 e 18,4 alelos xo, respectivamente. KERR (1987) encontrou 20 alelos em Melipona
compressipes fasciculata Smith, 1854. CARVALHO et al. (1995) encontraram de sete
a 24 alelos em M. scutellaris Latreille, 1811.

As experiéncias de WOYKE (1976) demonstram que uma populacdo com
menos de seis alelos xo, ndo subsiste por muito tempo. KERR & VENCOVSKY (1982)
mostraram que para manter seis alelos precisa ter pelo menos 44 coldnias. Abaixo
disso, poderd ser extinta em cerca de 15 geragdes (YOKOYAMA & NEI 1979; KERR
1996). Em A. mellifera, as larvas de zangdes com dois a trés dias de vida sdo comidas
pelas operdrias (WOYKE 1963). Em M. quadrifascita Lepeletier, 1836, M. compressi-
pes Smith, 1854 e M. scutellaris os machos dipléides chegam a fase adulta ou imago
e entdo sdo mortos pelas operdrias, bem como as rainhas que os produzem (CAMARGO
1982; KERR 1987; CARVALHO et al. 1995). Em regides onde o nimero de coldnias é
baixo, elas tendem a desaparecer devido a formagao de alelos xo em homozigose e
isto ocorre com freqiiéncia nas pequenas reservas de matas primarias que sao conser-
vadas (AIDAR 1996, 1997) e nos criadouros que tenham poucas colonias.

A distanciade voo das espécies de abelhas fornece dados que auxiliam o estudo
da drea de reproducdo e de distribui¢do da populagdo geneticamente ativa da regiao
estudada. Em dreas onde os desmatamentos sdo freqiientes, esses dados permitem
avaliar as possibilidades de homozigose dos alelos xo e de endogamia das espécies,
bem como a disponibilidade de alimento proximo as colonias (ROUBIK 1989).

KERR (1959) fez experimentos empregando alimentador coletivo com xarope
de acucar deslocando-o a distancias cada vez maiores para avaliar a distancia de vdo
de vdrias espécies e obteve os seguintes resultados: M. quadrifasciata coletou xarope
até 2000 m; Trigona spinipes Fabricius, 1793, até 840 m; Plebeia droryana Friese,
1900, até 540 m; T. amalthea Latreille, 1807, at€ 980 m; A. mellifera até 2800 m. KERR
(1987) treinou M. compressipes fasciculata Smith 1854, a buscar xarope num alimen-
tador coletivo e conseguiu afastar operdrias a distancia de 2470 m.

As espécies A. cerana indica Fabricius, 1798 e A. florea Fabricius, 1787,
voam até 120, 700 e 400 m, respectivamente (LINDAUER 1971). ROUBIK & ALUJA
(1983) mostraram que Cephalotrigona capitata Smith, 1854 volta de 2400 m,
respectivamente.

O raio de acdo das castas reprodutivas (zangdes e rainhas) pode determinar se
a populac@o estd isolada reprodutivamente de outras populagdes e assim pode-se
determinar o grau de consangiiinidade dessa populagio e saber se ela estd em equilibrio
e livre de ser extinta. Durante o voo para acasalamento, as rainhas e zangdes atingem
distancias maiores do que as operarias. WILLE (1983) cita que a distincia de voo de
operdrias de Tetragonisca angustula Latreille, 1911 € em torno de 600 m.
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MATERIAL E METODOS

Selecao das colbnias para cruzamento com populagées do Espirito Santo

De 78 coldnias de M. quadrifasciata do Melipondrio-A, localizado a Rua
José da Silva, 868, Ribeirdao Preto, Sao Paulo) foram selecionadas 10 para serem
orfanadas e levadas a trés diferentes meliponarios do Espirito Santo, para que as
novas rainhas acasalassem com machos nao aparentados e de populacdes diferentes.
As colonias selecionadas foram: 7, 15, 20, 25, 40, 53, 60, 62, 71 ¢ 74. Estas colonias
estdo no melipondrio a 10 anos e ja foram divididas varias vezes, portanto compre-
endem a mesma populac@o intercruzante. O critério de selecdo das coldnias foi a
condigdo de terem no minimo quatro favos de crias e potes de alimento de reserva
suficiente para que as abelhas suportassem o estresse da orfandade, transporte e
mudanga de local. Destas col6nias foram retiradas as rainhas fisogdstricas dois dias
antes de serem levadas para o Espirito Santo. As col6nias foram alimentadas com
Xarope-A (800g de agticar cristal + 1000 cc de dgua + 5 ml de Teragram-M"), em
potes artificiais feitos com cera de abelhas africanizadas, um dia antes de serem
fechadas e levadas para os locais de fecundacao. Na noite anterior ao transporte, 0s
orificios de entrada das colméias foram fechados com tela metalica de malha fina
que fora presa com auxilio de fita adesiva.

Distribuicao das colénias nos Meliponarios do Espirito Santo

Chegando ao local de fecundagdo, municipios de Sdao Paulo do Aracé e
Domingos Martins, Espirito Santo, algumas colonias foram colocadas em cavaletes
coletivos de ferro e outras foram dispostas conforme as condi¢des locais. Nas matas
desta regido existem populacdes naturais de Melipona quadrifasciata.

As colméias permaneceram no Espirito Santo para fecundac@o durante 10
dias, de 2/IV/1997 a 12/1V/1997. Tempo estimado para que as rainhas virgens
fossem aceitas pelas coldnias e fecundadas por machos da regido ao realizarem o
voo nupcial. Durante este periodo, as colonias foram alimentadas duas vezes em
revisodes rapidas. Apos este periodo, as colméias foram devolvidas ao mesmo lugar
que ocupavam, antes da viagem, no Meliponario-A, em Ribeirdo Preto.

As colonias foram monitoradas até os primeiros favos de crias atingirem
idade de 40 dias para contagem da propor¢do de machos e fémeas pela observagao
dos gondstilos presentes nas pupas dos machos.

Colénias com rainhas acasaladas e divisao no Meliponario-A

Apds a contagem da propor¢ao de machos e fémeas, as colonias com rainhas
acasaladas com machos do Espirito Santo foram manejadas até atingirem desenvolvi-
mento para serem divididas (nota 7,0), de acordo com AIDAR (1996). Neste estdgio,
as rainhas fisogdstricas foram retiradas das colonias e a nova rainha acasalada com
machos do Melipondrio-A. Suas crias foram monitoradas para avaliagio da proporgao
de machos e fémeas nos primeiros favos de crias. Daqueles favos que apresentaram
proporg¢ao 1:1 de machos e fémeas, algumas amostras de pupas foram submetidas a
analises citogenéticas para confirmar a diploidia dos machos.

Depois de estar fechada, a colméia ficou em repouso durante 15 dias para
que o processo de substitui¢do de rainha ndo fosse interrompido. Apds este periodo
a colméia foi aberta para observagdo da presenca de favos novos, o que indica a
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presenca de rainha fisogdstrica. Apds 40 dias, os primeiros favos de crias foram
avaliados quanto a propor¢do de machos e fémeas para averigua¢@o de possiveis
endocruzamentos.

Utilizando o Método 1 de AIDAR (1996) para formacao de coldnias, novas
colonias foram formadas com as rainhas acasaladas no Espirito Santo e mantidas
na mesma drea de reprodu¢@o do Melipondrio-A para estimar o nimero de alelos
xo da populagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Alelos sexuais xo em populacao de M. quadrifasciata

Antes da introduc¢ao das colonias acasaladas no Espirito Santo na populagio
de M. quadrifasciata 15 colonias foram formadas e 3 colonias apresentaram machos
dipléides (Tab. I). Desta forma, 8 alelos xo (s = 0,58) foram estimados para a
populacdo original. Mostrando estabilidade da populag¢@o com relacdo ao “Efeito
Yokoyama e Nei” (YOKOYAMA & NEI 1979), ja que, o minimo estabelecido por
KERR & VENCOVSKY (1982) sdo seis alelos para a populag@o estar em equilibrio.

Tabela |. Colénias de M. quadrifasciata formadas antes da introdugao de colénias fecundadas
no Espirito Santo.

Numero da Data inicial Inicio de Dias para Data de Numero de Machos
colénia postura postura contagem fémeas
Hapléide Diploide

56 26/09/1996 10/11/1996 45 23/12/1996 19 0 0
57 26/09/1996 02/11/1996 37 20/12/1996 21 0 0
59 26/09/1996  11/11/1996 46 20/12/1996 23 0 0
61 29/09/1996 07/11/1996 40 23/12/1996 20 2 0
62 29/09/1996 30/10/1996 32 20/12/1996 19 0 16
64 02/11/1996 12/11/1996 20 22/12/1996 15 0 0
65 19/02/1996 10/03/1997 19 23/04/1997 15 2 0
66 07/01/1997 15/01/1997 18 25/02/1997 16 0 0
67 02/11/1997 03/12/1996 31 18/01/1997 18 0 0
69 20/12/1996 10/01/1997 21 25/02/1997 22 0 0
70 04/11/1996 28/11/1996 24 12/01/1997 17 1 0
72 06/11/1996 06/12/1996 30 10/01/1997 16 0 15
73 07/10/1997 15/02/1997 38 25/03/1997 18 0 0
76 16/01/1997  05/02/1997 20 25/03/1997 27 0 29
77 18/02/1997 04/03/1997 14 14/04/1997 21 0 0

N=15 H=3 n=8 S=336

(N) numero total de colméias experimentais; (H) nimero de colméias experimentais com 50%
de machos dipléides; (n) nimero de alelos xo; (S) erro padrao.

Ap6s a introducdo de nove coldnias contendo rainhas acasaladas com
zangbes de populacdes do Espirito Santo (Tab. II), 25 colonias filhas foram
formadas e dois apresentaram machos dipl6ides (Tab. III), indicando que o nimero
de alelos xo subiu para 17,33 (s = 1,25).

Nesta tabela visualiza-se também, que a média de dias entre a orfanagé@o e o
inicio da postura da rainha foi de 19,7 dias (s =4,85) com amplitude de 14 a 46 dias.

As coldnias acasaladas com machos das populagdes do Espirito Santo nao
produziram machos dipl6ides e em apenas uma a rainha nao realizou postura devido
ao ataque de forideos, enfraquecendo-a acentuadamente e ficando sem condicoes
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de recuperagdo. Esta colonia foi considerada morta para o experimento em questao.
Porém, seus elementos foram empregados na formacao de outras coldnias. Sendo
assim, 90% das colonias apresentaram resultados positivos com relag@o ao acasa-
lamento fora do Melipondrio-A (Tab. II).

Tabela Il. Colénias de M. quadrifasciata do Meliponario-A orfanadas e ievadas ao Espirito
Santo. (N1) Nota da col6nia no momento da orfanagao; (N2) nota da colénia no momento de
inicio de postura; (N3) nota da colénia no momento da contagem da proporgao dos sexos.

Numero  Data de N1 Inicio de Dias para N2 Data de N3 Numero Machos
da coldnia orfanagao postura  postura contagem de fémeas
Hapléide Diploide
£ 29/03/1997 53 16/04/1997 18 39 22/05/1997 53 30 0 0
15 29/03/1997 55 17/04/1997 19 4,0 22/05/1997 6,0 31 0 0
20 29/03/1997 6,0 17/04/1997 19 5,0 25/05/1997 58 28 0 0
25 29/03/1997 5,0 18/04/1997 20 4,0 26/05/1997 6,0 27 0 0
40 29/03/1997 6,0 19/04/1997 21 4,5 22/05/1997 53 19 0 0
53 29/03/1997 5,0 30/04/1997 32 28 05/06/1997 4,0 32 0 0
60 29/03/1997 4.2 19/04/1997 21 40 22/05/1997 4.8 35 0 0
62 29/03/1997 42 15/04/1997 17 4,0 22/05/1997 4.5 26 0 0
71 29/03/1997 5,0 12/04/1997 14 55 22/05/1997 58 29 0 0
74 29/03/1997 55 14/04/1997 16 50 22/05/1997 6,0 24 0 0

Tabela Ill. Colénias de M. quadrifasciata formadas apés a introdugao das colénias do Espirito
Santo.

Numeroda Datainicialou  Inicio de Dias para Data de Numero de Machos
colonia orfanagac postura postura contagem fémeas
Haploide Diploide
3 20/03/1998 10/04/1998 21 21/05/1998 18 1 0
9 17/04/1998 20/05/1998 33 30/06/1998 21 0 0
15(ES) orf. 31/01/1998 22/02/1998 22 30/03/1998 23 0 0
20(ES) orf. 27/03/1998 08/04/1998 12 20/05/1998 17 0 0
25(ES) orf. 05/09/1997  15/09/1997 10 24/10/1997 22 0 0
30 17/03/1998 15/04/1998 29 29/05/1998 23 0 0
40(ES) orf. 05/09/1997 25/09/1997 20 29/10/1997 24 0 0
43(ES) orf. 22/04/1998  30/04/1998 8 13/06/1998 19 2 0
51 26/10/1997 10/11/1997 15 15/12/1997 20 0 0
71(ES) orf. 17/04/1998 28/04/1998 11 12/06/1998 26 0 0
74(ES) orf. 05/09/1997 17/09/1997 12 20/10/1997 20 0 19
60(ES) orf. 02/04/1998 21/04/1998 19 05/06/1998 21 3 0
62(ES) orf. 01/10/1997  15/10/19997 14 24/11/1997 23 0 0
80 10/01/1998 29/01/1998 19 10/03/1998 20 0 18
85 10/01/1998 28/01/1998 18 12/03/1998 26 2 0
88 10/11/1997 28/11/1997 18 13/01/1998 29 0 0
89 27/10/1997 03/12/1997 37 06/01/1998 2r 0 0
90 07/10/1997 27/10/1997 20 01/12/1997 18 0 0
91 05/10/1997 28/10/1997 18 13/12/1997 22 1 0
92 20/11/1997 11/12/1997 21 13/01/1998 24 0 0
93 30/10/1997 05/12/1997 36 13/01/1998 26 1 0
95 30/10/1997 02/12/1997 33 13/01/1997 18 0 0
96 27/11/1997 12/01/1998 46 13/02/1998 25 0 0
98 12/01/1998 17/02/1998 36 28/03/1998 21 0 0
99 06/03/1998 30/03/198 24 10/05/1998 16 0 0
n=17,33 H=2 N=25 §=9.23

(N) nimero total de colméias experimentais; (H) nimero de colméias experimentais com 50%
de machos dipléides; (n) nimero de alelos xo; (S) erro padrao.
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Os dados demonstram que para amanutenc¢ao de melipondrios experimentais
ou comerciais deve-se manter a variabilidade genética da populacao introduzindo
novas rainhas ou col6nias com rainhas acasaladas em populacoes diferentes para
evitar que o numero de alelos xo na populacéo fique abaixo de seis.

Asrainhas virgens de M. quadrifasciata das coldnias formadas e que tiveram
suas rainhas retiradas demoraram 22,5 (s =2,12) e 18,0 (s = 5,65) dias para fecundar
e iniciar postura, respectivamente (Tab. IV). No primeiro caso, a colénia formada
passa por um periodo de reorganizagio (AIDAR 1996) e estrutura¢@o dos elementos
que a compdem para depois iniciar os trabalhos normais de coleta de alimento no
campo e aceita¢io de umarainha virgem para efetuar o vdo nupcial e iniciar postura.
Por outro lado, quando a colonia ndo € iniciada experimentalmente mas apenas sua
rainha removida, esta ja se apresenta estruturada e organizada, pronta para aceitagdo
de uma nova rainha. Isto pode explicar o menor periodo que as coldnias sem rainhas
levam para apresentarem postura da nova rainha fisogastrica.

Tabela IV. Tempo que as colonias formadas e orfanadas demoraram para formarem rainha
fisogastrica e iniciarem postura.

Coldnias formadas Dias para postura Colénias orfanadas Dias para postura
3 21 15(ES) orf. 22
8 33 20(ES) orf. 12
30 29 25(ES) orf. 10
51 15 40(ES) orf. 20
56 45 43(ES) orf. 8
57 37 71(ES) orf. 11
59 46 74(ES) orf. 12
61 40 60(ES) orf. 19
62 32 62(ES) orf. 14
64 20
65 19
66 18
67 31
69 21
70 24
72 30
73 38
76 20
77 14
80 19
85 18
88 18
89 37
90 20
91 18
92 21
93 36
95 33
96 46
98 36
99 24
Total (n) 31 - 9 =
Média - 22,5 - 18
Desvio padrao - 2,12 - 5,65

Mesmo a coldnia 74, apés ter sido orfanada no Melipondrio-A, que apresen-
tou 50% de machos dipl6ides, em nenhum momento apresentou sinais de enfraque-
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cimento. Permaneceu sempre forte até a troca de rainha. Em condi¢oes naturais, no
campo sem estresse de revisdes, este fato pode mostrar que uma colénia de
meliponineo supera com facilidade a primeira troca de rainha. Mas a coldnia morre
se estiver fraca ou se os acasalamentos com xo iguais se repetirem.

Até 17/4/97, 70% das colonias tinham rainha fisogastrica e nenhuma delas
apresentou propor¢do de 1:1 entre machos e fémeas. Todas foram coldnias
vigorosas e tiveram desenvolvimento mais acelerado quando comparadas com as
coldnias do Melipondrio-A. A maioria das coldnias do Meliponario-A sdo paren-
tes entre si e as colonias acasaladas no Espirito Santo tém maior variabilidade
genética porque suas rainhas acasalaram-se com zangdes de populacdes com
maior variabilidade genética.

Diferencas entre as colonias do Espirito Santo e do Meliponario-A

Nas populagdes de M. quadrifasciata de Ribeirdo Preto e do Espirito Santo,
algumas diferencas entre as colonias foram notadas mediante observacao direta das
coldnias. Com relacdo a cera, as coldnias do Espirito Santo apresentaram cera mais
escura, mais maledvel (eldstica) e o aroma mais acentuado (perfumada). As opera-
rias das colonias do Espirito Santo sdo maiores do que as operarias das coldnias do
Melipondrio-A e que das operdrias de coldnias da regido sul do pais. O nimero de
abelhas das colonias foram relativamente iguais. Os favos de cria sao maiores nas
coldnias do Espirito Santo.

Também foi observado que essas diferencgas ndo sdo devidas as influéncias
ambientais porque as coldnias do Espirito Santo trazidas para Ribeir2o Preto
continuaram apresentando as mesmas caracteristicas depois de alguns meses,
mesmo estando em colméias semelhantes e mesmo ambiente das colonias do
Melipondrio-A.

Tempo para as rainhas das coldnias orfanadas iniciarem postura

As colbnias orfanadas iniciaram postura mais cedo do que as col6nias
formadas. O tempo que a coldnia recém formada leva para ter seus elementos (I,
EN, P, C, O, etc.) organizados proporcionando condi¢des de produgao de células de
crias e manuten¢do da temperatura das mesmas ¢ maior quando comparado as
colonias orfanadas, que tém todos os elementos organizados e estdo prontas a
aceitarem rainha virgem para posterior vo nupcial e iniciar postura.
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