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RESUMO
Em coldnias de abelhas sem ferrdo a aplicacao da propolis ¢ ampla, sendo utilizada como
matéria-prima nas construgdes e defesa contra inimigos. Ha registros de armazenamento
de propolis viscosa, sob forma de actimulos isolados em ninhos de Tetragonisca
angustula e espécies de Plebeia. Acredita-se que substancias glandulares das operarias
possam ser adicionadas a propolis, especificamente para a manutengao do estado viscoso
deste produto. Duas colonias de Plebeia emerina (Friese, 1900) foram avaliadas, entre
outubro/2003 e setembro/2004, quanto a caracterizagdo sazonal da area, do nimero e da
distribuicao espacial dos actimulos isolados de propolis. Mensalmente, esses acimulos
foram medidos e registrados quanto a posicao relativa dos mesmos nas colonias. Entre
setembro/2004 a janeiro/2005 investigou-se a divisdo de trabalho relacionada a propolis,
a partir de observacdes de operarias marcadas em quatro coldnias. Paralelamente,
caracterizou-se o desenvolvimento de glandulas salivares da cabeca e intramandibulares
de operarias em diferentes fases de vida (recém emergidas, com 20-30 dias e campeiras)
com o intuito de relacionar a funcionalidade das glandulas a faixa etaria em que as
operarias atuam na maceracdo da propolis viscosa. As glandulas foram analisadas em
microscopia de luz, eletronica de varredura e transmissdo. Resultados mostraram que a
area e o numero dos acumulos de propolis nas colonias foram significativamente menores
entre outubro e marco. O aumento das areas dos acimulos de propolis, entre abril e
setembro, pode estar relacionado a preparagdo das colonias para o periodo de outono-
inverno. A analise sazonal da distribuicao dos depodsitos indica a preferéncia, ao longo de
todo o periodo, da posi¢ao anterior da colonia para acumular a prépolis. Esta constatagao
fortalece a hipdtese do uso da propolis viscosa na defesa, principalmente junto a entrada
das colonias. O trabalho nos acumulos de prépolis viscosa iniciou no 13°dia, estendendo-
se at¢ o 56°dia. O maior desenvolvimento das glandulas salivares foi registrado em
operarias de 20-30 dias. Sugere-se que as substancias secretadas sejam acrescidas aos
acumulos de propolis, reforcando a hipdtese da manutencdo do estado viscoso do
produto. Em adi¢do, a funcdo do epitélio intramandibular secretor, hipertrofiado nas
operarias de 20-30 dias e campeiras, possivelmente, envolve a lubrificagcdo das

mandibulas, possibilitando a maceracao da propolis.
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ABSTRACT
In stingless bees colonies, the application of propolis is diverse, being used as raw
material in constructions and in the defense against enemies. There are records of viscous
propolis storage in the form of isolated clusters in nests of Tetragonisca angustula and
species of Plebeia. It is believed that worker bee glandular substances may be added to
the propolis, specifically for the maintenance of its viscous state. Two colonies of Plebeia
emerina (Friese, 1900) were evaluated between October 2003 and September 2004,
regarding the seasonal characterization of the area, the number and the spacial
distribution of isolated propolis clusters. These clusters were measured and their relative
position in the colonies was recorded, in a monthly basis. Between September 2004 and
January 2005, the propolis related work division was investigated, through the
observation of marked worker bees, in four colonies. In parallel, the development of
worker bees head and intramandibular salivary glands was characterized, in different life
stages (recently emerged, 20-30 day old and field worker bees), aiming to relate gland
functionality to the age group in which worker bees operate in viscous propolis
maceration. The glands were analyzed under light, scanning electron and transmission
microscopes. Results demonstrated that the area and number of propolis clusters in
colonies were significantly lower between October and March. The increase of the areas
of propolis clusters, between April and September, may be related to the preparation of
the colonies for the autumn-winter period. The seasonal analysis of storage distribution
indicates a preference for propolis clustering in the anterior position of the colony,
throughout the entire period. This finding strengthens the hypothesis of the application of
viscous propolis in defense, mainly at the entrance of the colonies. The work on viscous
propolis clusters began on the 13" day and continued until the 56" day. The greatest
cephalic salivary gland development was recorded in 20-30 day old worker bees. Suggest
that substances are added to the propolis clusters, reinforcing the hypothesis of
maintaining the viscous state of the product. In addition, the function of the secretory
intramandibular epithelium, hypertrophied in 20-30 day old and field worker bees,

possibly involves jaw lubrication, making propolis maceration possible.
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APRESENTACAO

Insetos sociais apresentam uma complexa organiza¢do social evidenciada pela
capacidade cognitiva de interacdo entre os individuos. Em colonias permanentes de
abelhas, cabe a rainha a tarefa de postura e as operarias a constru¢do, manutengdo e a
defesa da coldnia.

Plebeia emerina, conhecida popularmente como mirim devido ao seu diminuto
tamanho (3 mm), distribui-se desde o Parana até o Rio Grande do Sul, inclusive em areas
urbanas. Apresentam ferrdo atrofiado e mecanismo peculiar de defesa: aderem porgdes de
propolis diretamente contra os inimigos, imobilizando-os. Também utilizam propolis
como matéria-prima para a constru¢do dos ninhos. Essa espécie destaca-se por manter
quantidades de propolis, em actimulos individualizados, em estado viscoso, distribuidos
no interior de suas coldnias.

O primeiro capitulo compreende a “Caracterizacio sazonal de acumulos
isolados de prépolis em colonias de Plebeia emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera,
Apidae) no sul do Brasil”, o segundo trata sobre o “Polietismo etirio relacionado a
propolis em colonias de Plebeia emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera, Apidae) no
sul do Brasil” ¢ o terceiro “Polimorfismo etario de glandulas salivares da cabeca e
intramandibulares de Plebeia emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera, Meliponini) e
sua relacio com a propolis”. O primeiro capitulo serd submetido em forma de artigo a

Revista Theringia série Zoologia e os dois tltimos a Revista Brasileira de Zoologia.
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Caracterizac¢ao sazonal de acimulos isolados de propolis em colonias de Plebeia

emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera, Apidae) no sul do Brasil.

Camila Gongalves dos Santos, Karina Castro dos Santos, Flavia Pereira Tirelli &

Betina Blochtein

Laboratério de Entomologia, Faculdade de Biociéncias, Pontificia Universidade Catdlica
do Rio Grande do Sul (PUCRS), Av. Ipiranga, 6681, prédio 12-D, 4°andar, 90619-900
Porto Alegre, RS, Brasil. E-mail camilasantos@pucrs.br; betinabl@pucrs.br

ABSTRACT. Seasonal characterization of isolated propolis clusters in Plebeia
emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera, Apidae) colonies in the south of Brazil. In
colonies of stingless bees, propolis is used for many applications, such as in raw material
for constructions and for their defense against enemies. There are records of viscous
propolis storage, in form of isolated clusters. In this work, the seasonal characterization
of area, number and spatial distribution of isolated propolis clusters in Plebeia emerina
(Friese, 1900) colonies is proposed. Colonies were evaluated between October/2003 and
September/2004, by measuring in a monthly basis the isolated propolis clusters and
recording the relative position of these clusters within the beehives. Between October and
March, the area of propolis clusters in the colonies varied between 0,50 and 4,92 cm?, and
the number of clusters from 3 to 16. In the period from April to September, the area
varied between 4,54 and 18,48 c¢cm?, and the number of clusters from 9 to 36. It is
suggested that the increase of clustered propolis may be related to the preparation of the
colonies for the autumn-winter seasons, when there is a reduced collection of the product.
The seasonal analysis of the distribution of isolated propolis storages corroborates with
the total area records, indicating a preference of the anterior position of the colony for
propolis clustering. This fact strengthens the hypothesis that viscous propolis of isolated

deposits is used for defense, mainly along the entrance of the colonies.

KEYWORDS. stingless bees, defense, Meliponini, propolis, seasonality.



RESUMO. Em coldnias de abelhas sem ferrdao a aplicagao da préopolis ¢ ampla, sendo
utilizada como matéria-prima nas construgdes e defesa contra inimigos. Ha registros de
armazenamento de propolis viscosa, sob forma de acumulos isolados. Neste trabalho
propde-se a caracterizagdo sazonal da area, do nimero e da distribui¢do espacial dos
acumulos isolados de propolis em colonias de Plebeia emerina (Friese, 1900). Colonias
foram avaliadas entre outubro/2003 e setembro/2004, medindo-se mensalmente os
acumulos isolados de propolis e registrando-se a posi¢do relativa dos mesmos nas
colméias. Entre outubro e margo, a area dos acimulos de propolis nas colonias variou
entre 0,50 e 4,92 cm? e o numero de acumulos foi de 3 a 16. No periodo de abril a
setembro, a area foi de 4,54 a 18,48 cm? e o numero de acimulos de 9 a 36. Sugere-se
que o aumento da propolis acumulada possa estar relacionado a preparacao das coldnias
para o outono-inverno quando a coleta do produto ¢ reduzida. A analise sazonal da
distribuicao dos depositos isolados de propolis corrobora com os registros da area total,
indicando preferéncia da posi¢do anterior da col6nia para acumular a propolis. Esta
constatacdo fortalece a hipotese do uso da propolis viscosa dos depoésitos isolados na

defesa, principalmente junto a entrada das colonias.

PALAVRAS-CHAVE. abelhas sem ferrdo, defesa, Meliponini, propolis, sazonalidade.



As resinas, coletadas em diversas espécies vegetais pelas abelhas sociais, sdo o
principal constituinte da propolis. As abelhas domésticas (Apis mellifera Linnaeus, 1758)
utilizam a propolis predominantemente na vedacdo e desinfeccdo das colméias (MEYER,
1956). Em coldnias de abelhas sem ferrdo (Meliponini) a aplicagdo da propolis ¢ mais
ampla, servindo também para a construcdo de estruturas externas (tubos de entrada) e
internas (favos de cria, lamelas de involucro e potes de alimento) das coldnias e para
defesa contra inimigos. Nos casos em que a propolis € utilizada nas constru¢des ocorre
uma mistura, em propor¢des varidveis, com outros componentes como cera, barro, fibras
vegetais e sementes (NOGUEIRA-NETO, 1970, 1997; MICHENER, 1974, 2000; VENTURIERI
et al., 2003).

As entradas das colonias de abelhas sem ferrdo sdo distintas e caracteristicas para
cada espécie. Em algumas, goticulas de propolis pegajosa sdo notadas em suas entradas,
impedindo o acesso de inimigos (KERR & LELLO, 1962; NOGUEIRA-NETO, 1970, 1997;
MICHENER, 1974). Segundo NOGUEIRA-NETO (1970, 1997), o armazenamento de
propolis, praticamente sem mistura, sob forma de acimulos isolados, pode ser observado
em coldnias de jatai, Tetragonisca angustula (Latreille, 1811), e nas espécies de Plebeia
Schwarz, 1938. JULIANI (1967), WITTMANN (1989) ¢ VAN BENTHEM et al. (1995)
acrescentam que em P. julianii Moure, 1962, P. wittmanni Moure & Camargo, 1989 e P.
remota (Holmberg, 1903), respectivamente, sao observados estoques de propolis dentro
das colonias. NOGUEIRA-NETO (1970, 1997) relata que essa propolis apresenta-se viscosa
e grudenta e ¢ usada para calafetar fendas da colméia e para uma defesa mais direta da

colonia. PICK & BLOCHTEIN (2002) corroboram que operarias de P. saiqui (Holmberg,



1903), quando ameacadas destacam porc¢des da propolis armazenada e investem contra os

inimigos, colando-as em seus corpos.

A exemplo de outros recursos coletados, o ingresso de propolis nas colonias
depende das atividades de voo de operarias e, estd relacionado a condigdes externas,
como a disponibilidade de recursos vegetais (PIERROT & SCHLINDWEIN, 2003), fatores
abidticos (HILARIO et al., 2000; HILARIO et al., 2001; SOUZA et al., 2006) e condigdes
internas das coldnias. Esse ultimo fator pode ser evidenciado pelo ntimero de crias
nascentes ¢ diametro dos favos (AIDAR, 1996; HILARIO et al., 2000). Mudancas nas
condi¢des das colonias, decorrentes de alteracdes de seu estado fisioldgico, em regides
frias, podem ocasionar a interrupcdo temporaria da postura pela rainha (diapausa
reprodutiva) e conseqiientes alteragdes comportamentais das operdrias, como a reducao
das atividades de vbo. Este comportamento ocorre sob condigdes ambientais adversas
(outono-inverno) em clima subtropical e foi registrado em P. julianii (JULIANI, 1967), P.
droryana (Friese, 1900) (TERADA et al., 1975), P. saiqui (PICK & BLOCHTEIN, 2002), P.
wittmanni (WITTMANN, 1989), P. remota (VAN BENTHEM et al., 1995; RIBEIRO et al.,
2003) e P. emerina (observagao dos autores).

P. emerina distribui-se desde o Parana até¢ o Rio Grande do Sul, inclusive em
areas urbanas (HOFFMANN & WITTMANN, 1990; ALVES DOS SANTOS, 1999; SILVEIRA et
al., 2002; STEINER et al., 2006) e, considerando-se a diversidade de Meliponini no sul do
Brasil, essa espécie destaca-se pelo notdvel armazenamento de acumulos isolados de

propolis no interior de suas coldnias (observacao dos autores).



A mensuragdo de acumulos isolados de propolis ¢ inédita em Meliponini € no
presente trabalho objetivou-se caracterizar sazonalmente a drea, o nimero e a distribuicao

espacial dos acimulos isolados de prépolis viscosa em colonias de P. emerina.

MATERIAL E METODOS

Manutencao das colonias. Duas colonias de P. emerina foram transferidas de
caixas rusticas para colméias padronizadas de madeira (37 x 24 x 18 cm), em
agosto/2003 e acompanhadas até setembro/2004, no meliponario instalado no Campus da

PUCRS (30°03°38.64”S, 051°10°33.18”W), em Porto Alegre, RS, Brasil. Cada colonia
teve comunicacao, através da parede, ao exterior por meio de uma mangueira plastica (0

6 mm). Alimento adicional (1:1 4gua e agucar) foi fornecido, ad libitum, em tubos de

ensaio tampados nas extremidades com algodao, durante o periodo de outono e inverno.

Actamulos isolados de propolis. A partir de observagdes mensais do interior das
caixas, cada acimulo isolado de propolis foi representado graficamente em pranchas, de
acordo com a sua localizacao ¢ area. Os acimulos com mais de 2 mm de diametro foram
mensurados com régua milimetrada e considerando-se a forma subcircular dos acumulos
estimou-se a area dos mesmos com base no calculo da elipse (A=m.a.b) sendo a, raio
maior € o b, raio menor. Para a analise da distribui¢ao espacial dos acimulos de propolis
nas caixas considerou-se trés unidades: anterior (proxima a entrada da colonia), média e

posterior (Fig. 1). A area total dos acumulos de propolis foi avaliada em cada unidade.



Analise estatistica. A area dos acimulos de propolis em cada coldnia, e 0 nimero
de acumulos conjuntamente nas coldnias, relacionados as estacdes primavera-verao e
outono-inverno foram submetidos aos testes Mann-Whitney U e Student t,
respectivamente. Os fatores sazonalidade e colonia foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), dois fatores, alfa=0,05. Os testes estatisticos foram executados no

programa GraphPad Prim 5.0 (MOTULSKY, 1999).

posicao
anterior

posicao
média

posi¢ao
posterior

Fig. 1. Vista superior de colonia de P. emerina. Acumulo isolado de

propolis (seta), entrada (E), involucro dos favos de cria (I), potes de

alimento (P) e alimentador artificial (A).



RESULTADOS E DISCUSSAO

Acumulos de propolis
A analise dos resultados indica que os estoques de propolis nos acumulos isolados
difere sazonalmente em colonias de P. emerina (Tab. I). Esse resultado reforca a

relevancia das estagdes do ano no que tange ao comportamento desta espécie.

Tabela I. Analise de variancia (ANOVA dois fatores, alfa = 0,05) na influéncia dos
fatores sazonalidade e coldnia referente a area dos acimulos de propolis. Asterisco indica

influéncia significativa (alfa = 0,05).

Parametro Fator Graus de Soma dos F p
Liberdade Quadrados
Sazonalidade 1,0 3,733 10,29 0,0015%*
Area dos acimulos  ¢o15nig 1,0 0,5542 1,53 02172
de propolis (cm?) .

Interagao 1,0 0,9336 2,57 0,1095

Erro 369.,0 133,8

Total 372,0

Nos periodos de primavera-verdo e outono-inverno, a area total dos acumulos
isolados de propolis diferiu estatisticamente nas duas colonias (C1, U=2432, p<0,0001 e
C2, U=1251, p=0,0249). Nesses periodos, o numero de acumulos de propolis, nas
colonias conjuntamente, apresentou diferengas estatisticas (t=5.974, p<0,0001). A area

total dos acimulos de propolis variou de 0,50 a 4,92 cm? e o numero de acimulos foi de



3 a 16 entre outubro ¢ margo. No decorrer, entre abril e setembro, oscilou de 4,54 a 18,48

cm? e o numero de acumulos foi de 9 a 36 (Fig. 2).

20 +
36

29

16 + 27 21

14 +

Area dos acumulos de prépolis (cm?)
o
»
>

out oV geZ N feV @'  abf qmal  un i\ 00 get

2003 /2004
Fig. 2. Area total dos acamulos isolados de propolis em colénias de P. emerina, em

Porto Alegre, RS. O nimero total de acimulos de propolis mensurados apresenta-se

acima das barras. I Colonia 1; [ Colénia 2.
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A variagdo da area e do numero de acumulos de propolis, nos meses de outubro a
margo, em ambas as coldnias, pode estar relacionada a intensa utilizagdo do produto na
construcdo de estruturas das colonias (favos de cria, involucro e potes de alimento). Neste
periodo, na mesma regido geografica, operarias de P. saiqui exibem intensas atividades
internas as coldnias que demandam ampla utilizagdo de propolis (PICK & BLOCHTEIN,
2002).

No periodo de abril a setembro, o aumento da area de propolis acumulada, assim
como do numero de actmulos, foi constatado nas duas coldnias. Destaca-se um aumento
expressivo, na colonia 1, nos meses de abril e maio e posterior manutencao deste estoque
durante os meses. Enquanto que a coldnia 2 observa-se um aumento gradual no estoque
da propolis. Condicdes intraespecificas e preparacdo interna das colonias para o periodo
de condi¢des meteoroldgicas adversas (outono-inverno), marcadas pelas baixas
temperaturas podem explicar essa questdo. Nesta temporada as abelhas diminuem suas
atividades com construgdes no interior das coldnias, que demandam propolis, devido a
reducdo ou auséncia total de favos de cria (diapausa reprodutiva) (IMPERATRIZ-FONSECA
& OLIVEIRA, 1976) e de novos potes de alimento (PICK & BLOCHTEIN, 2002).
Consequentemente, as operarias maximizam seus esforcos na manutencdo da prépolis

nos acumulos.
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Distribuicao espacial

Na por¢ao anterior das colonias 1 e 2 registrou-se o maior percentual de prépolis
acumulada (74,70 e 53,07 cm?, respectivamente) ao longo do ano (Fig. 3). Este fato deve-
se, provavelmente, a funcionalidade da propolis na defesa das coldnias, principalmente
junto as entradas. Estudos anteriores reforcam que operarias de espécies de Plebeia
utilizam intensamente a propolis pegajosa diretamente contra inimigos naturais (KERR &

LELLO, 1962; JULIANI, 1967; VAN BENTHEM et al., 1985; PICK & BLOCHTEIN, 2002).

2 100% -

o

~8- -
g 80% - -
(]

©

g 60%

>

E 0% -

(&)

(]

3 20% -

(4v]

o

< 0%

Colbnia 1 Colbnia 2

Fig. 3. Distribuicdo espacial dos acumulos isolados de propolis em colonias de P.
emerina, no periodo de outubro/2003 a setembro/2004, em Porto Alegre, RS. Posicao na

colonia: [ anterior; [] média; [l posterior.

No periodo de atividades mais intensas das abelhas (primavera-verao), a area de

propolis acumulada na porgdo anterior das coldnias representou cerca de 90% do total,
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enquanto no outono e inverno o maior percentual nesta posi¢ao foi de 60% a 70% do total
da propolis (Fig. 4).

A posicao média das colonias foi a menos utilizada pelas operarias durante todo o
periodo de estudo, enquanto que na posi¢do posterior, principalmente, nos periodos de
outono-inverno foi estocada quantidade expressiva de propolis (Fig. 4). Observacdes de
depositos de detritos na posicdo posterior nas caixas em P. emerina sugerem a
necessidade de quantidades de propolis nesta area das colonias, devido as suas
reconhecidas propriedades anti-sépticas (MARCUCCI, 1995, MIRZOEVA et al., 1997,
BURDOCK, 1998; KUJUMGIEV et al., 1999). Especialmente no periodo de condigdes
meteoroldgicas adversas as operarias reduzem suas atividades e necessitam exercer maior

controle sobre o desenvolvimento de microorganismos patégenos.

100% - - -

80% A

60% -

40% -

20% -

Area dos acumulos de prépolis

0% T T T 1
primavera-verdo 1 primavera-verdo 2 outono-inverno 1 outono-inverno 2

Fig. 4. Distribuicao espacial dos acumulos de propolis, nos periodos de primavera-verao
e outono-inverno em colonias de P. emerina, durante o periodo de outubro/2003 a
setembro/2004, em Porto Alegre, RS. Posi¢ao na colonia:

[ anterior; [ média; posterior.
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Enfatiza-se que a quantidade de propolis acumulada nas colonias de Plebeia
emerina esta relacionada com as estagdes do ano e apresenta-se maior no periodo de
outubro-inverno. Além disso, este estudo fortalece a hipdtese que a localizagdo dos
acumulos isolados de propolis viscosa, preferencialmente na por¢do anterior das colonias
junto a entrada, facilita sua disponibilizagdo na area de maior risco de invasdao por
intrusos. O conhecimento sobre o uso da propolis por P. emerina ¢ importante para a

conservagao ¢ manejo racional da espécie.
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Polietismo etario relacionado a propolis em colonias de Plebeia emerina

(Friese, 1900) (Hymenoptera, Apidae) no sul do Brasil.
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ABSTRACT. Propolis related age polyethism in colonies of Plebeia emerina (Friese,
1900) (Hymenoptera, Apidae) in southern Brazil. Species of Plebeia Schwarz, 1938
use propolis for disinfection, sealing and construction of nest elements and direct defense
against enemies. Isolated viscous propolis clusters are permanently maintained in the
interior of their colonies. Behavioral observations of recently emerged Plebeia emerina
worker bees give evidence to their impossibility of working with viscous propolis. In this
study, the propolis related work division was investigated, through the observation of
worker bees in four colonies of P. emerina in southern Brazil. Activities in brood combs,
involucrum and feeding pots were verified from the first day of life. Differently, the work
on viscous propolis clusters began on the 13™ day and continued until the 56" day. The
obtained results strengthen the initial hypothesis, which describes that activities in these
clusters are executed by older worker bees. Factors related to the training of worker bees
for viscous propolis work remain unknown.

KEY WORDS. Isolated propolis clusters, defense, work division, Meliponini.
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RESUMO. Espécies de Plebeia Schwarz, 1938 utilizam propolis na desinfec¢ao, vedacao
e construgdes de elementos dos ninhos e defesa direta contra inimigos. Mantém
permanentemente acumulos isolados de prépolis viscosa no interior de suas coloOnias.
Observacdes comportamentais de operarias de Plebeia emerina recém emergidas
evidenciam sua impossibilidade de trabalhar com a propolis viscosa. Neste estudo
investigou-se a divisdo de trabalho relacionada a propolis, a partir da observacdo de
operarias de quatro colonias de P. emerina no sul do Brasil. Atividades nos favos de cria,
involucro e potes de alimento foram constatadas a partir do primeiro dia de vida.
Diferentemente, o trabalho nos acimulos de préopolis viscosa iniciou no 13°dia,
estendendo-se até o 56°dia. Os resultados obtidos fortalecem a hipdtese inicial, na qual
atividades nesses actimulos sdo realizadas por operarias com mais idade. Os fatores
relacionados a capacita¢do das operarias para o trabalho com a propolis viscosa ainda sdo
desconhecidos.

PALAVRAS-CHAVE. Actmulos isolados de propolis, defesa, divisdo de trabalho,

Meliponini.
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Colonias de insetos eusociais apresentam evolu¢do notdvel e sofisticada
capacidade cognitiva na interagdo entre os individuos, relacionada a divisdo de trabalho
(NAKAMURA & SEELEY 2006). Em colonias permanentes de abelhas observam-se dois
padrdes de divisdo de trabalho: entre individuos de castas distintas e da mesma casta.
Cabe a rainha a tarefa de postura e as operdrias tarefas que envolvam a construgdo e
manuten¢do da colonia (MICHENER 1974, 2000, ROUBICK 1989).

Estudos sobre polietismo etario em Apis mellifera Linnaeus, 1758 foram pioneiros
e comprovam que operarias exercem diferentes atividades ao longo da vida. De modo
geral, as operdrias iniciam tarefas no interior do ninho, como limpeza dos alvéolos,
cuidados com as crias, construgdes, ventilacdo e, posteriormente, atividades externas de
guarda e forrageamento (ROSCH 1927, LINDAUER 1953, RIBBANDS 1953, MICHENER 1974,
2000, WINSTON 1987). De modo semelhante, nas espécies de abelhas sem ferrdao, nota-se
padrdes no polietismo etario, podendo haver alteracdes na distribui¢do de tarefas de
acordo com as necessidades internas da colonia (KERR & SANTOS NETO 1956, HEBLING et
al. 1964, SOMMEIER 1984, SIMOES & BEGO 1991, VAN BETHEM et al. 1995, GIANNINI &
BEGO 1998).

Atividades externas, desempenhadas por operdrias, abrangem a coleta de
alimentos e outros materiais, a exemplo de resinas vegetais. Campeiras retiram porgdes
de resina de brotos florais, folhas e troncos de arvores feridas. A coleta deste material ¢
efetuada com as mandibulas e apos ¢ transferido para as pernas, armazenado nas
corbiculas e, finalmente, transportado até as colonias (MEYER 1956, KAMAZAWA et al.
2003, TEIXEIRA et al. 2005). NOGUEIRA-NETO (1997) definiu que a resina vegetal

trabalhada no interior dos ninhos pelas operarias ¢ denominada propolis. No interior de
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colonias de A. mellifera, NAKAMURA & SEELEY (2006) observaram interagdes entre
operarias, relacionadas a extragdo da propolis armazenada nas corbiculas. Essas abelhas
utilizam propolis na vedacao de frestas, adicionada aos favos de cria, para embalsamar
intrusos e na desinfec¢cdo (MICHENER 1974, WINSTON 1987, ROUBIK 1989).

Nas abelhas sem ferrdo a propolis ¢ mais amplamente utilizada. Em colonias de
Tetragonisca angustula (Latreille, 1811) e espécies de Plebeia Schwarz, 1938,
NOGUEIRA-NETO (1970, 1997) constatou a presenca de acumulos isolados de propolis
viscosa e pegajosa distribuidos pelo interior das colonias. Essas substancias sdo utilizadas
pelas abelhas em situagdo de ameaca, na defesa direta contra inimigos naturais, como
observado em Plebeia saiqui (Friese, 1900) (PICK & BLOCHTEIN 2002). Essa propolis
quando misturada ao produto das glandulas cerigenas constitui o cerume. Operarias
modelam o cerume com as mandibulas e o utilizam como matéria prima na constru¢do de
estruturas internas, como favos e seu invélucro e potes de alimento (SAKAGAMI &
CAMARGO 1964), ¢ externas como as entradas dos ninhos (ROUBIK 2006).

O estado de desenvolvimento das colonias, avaliado pelas condi¢des internas,
pode refletir em diferencas nos padrdes comportamentais dos individuos, inclusive na
divisdo de trabalho. AIDAR (1996) atribuiu valores numéricos as colonias de Melipona
quadrifasciata Lepeletier, 1836 a partir da quantificagdo do numero total de crias.
HILARIO et al. (2000) caracterizaram colonias de M. bicolor (Lepeletier, 1836), a partir
do didmetro dos favos de cria, classificando-as em fraca, média e forte. Em espécies de
Plebeia, pouco se conhece a respeito das variagdes do estado das coldnias e a repercussao

destas sobre o comportamento das abelhas. O polietismo etario com enfoque em
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trabalhos com propolis em colonias de abelhas sem ferrdo foi pouco estudado (RUSSO
1976).

Plebeia emerina ocorre no Sul do Brasil (HOFFMANN & WITTMANN 1990, ALVES
DOS SANTOS 1999, SILVEIRA et al. 2002, STEINER et al. 2006), inclusive em areas urbanas,
e armazena considerdveis quantidades de propolis em actimulos isolados,
comparativamente a outras abelhas sem ferrdo (observacdo dos autores). Neste estudo,
investigou-se a divisdo de trabalho que envolve a propolis, enfocando-se em atividades
com cerume (favos de cria, invélucro e potes de alimento) e nos acumulos isolados de
propolis viscosa. Observagdes com operarias recém emergidas de P. emerina, obtidas em
experimento piloto, evidenciaram que essas abelhas, quando colocadas sobre acumulos
isolados de propolis viscosa, aderem-se e ndo conseguem se desvencilhar, diferentemente
das operarias com mais idade. Para melhor esclarecer esta questdo, buscou-se identificar
a faixa etaria de operarias de P. emerina que envolva diretamente atividades com a

propolis no interior de coldnias.

MATERIAL E METODOS

Amostragem. Quatro colonias (Cl, C2, C3 e C4) de Plebeia emerina
estabelecidas em caixas padronizadas de madeira (37 x 24 x 18 cm) foram mantidas no
Campus Central da PUCRS (30°03°38.64’S, 051°10°33.18”W), em Porto Alegre, RS,
durante o periodo de 29/09/2004 a 05/01/2005. O diametro médio de dois favos maduros
e o volume do invdlucro das quatro colonias foram avaliados mensalmente, durante os

meses de estudo, com auxilio de paquimetro digital Mitutoyo®. O volume do invélucro
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foi estimado a partir do célculo de meio elipsoide: v=n(a.b.c)/3, sendo a, b, e c, as
dimensdes maximas do comprimento, largura e altura.

A partir do isolamento de favos de cria das quatro colonias, operarias emergentes
foram marcadas no térax com tinta colorida Revell Color®, usando-se codigos com
diferentes cores. Apds a secagem da tinta, as operarias foram devolvidas as colonias de
origem C1 (n=279), C2 (n=145), C3 (n=222) e C4 (n=338). Para possibilitar observagdes
das operarias marcadas sobre os favos de cria, lamelas do involucro foram afastadas
parcialmente. Inspecdes visuais (12 repeti¢des de 60 s por coldnia), através de varredura
de toda a col6nia em vista superior, foram procedidas duas vezes por semana, pela manha
e a tarde, quantificando-se as operarias marcadas e anotando-se as tarefas executadas,
envolvidas com a préopolis, de acordo com atividades previamente reconhecidas ao longo
da vida.

- Atividades envolvendo cerume (construgdao, modelagem e reparos):

1. favos de cria, 2. invélucro dos favos, 3. potes de alimento.
- Atividade direta na propolis pegajosa (maceragao, depodsito e coleta de propolis):

4. acamulos isolados de propolis viscosa.

Analise estatistica. Os diametros dos favos das quatro colonias mensurados nos
quatro meses de estudo foram submetidos a ANOVA com medidas repetidas e quando
relacionados com o volume do invélucro aplicou-se analise de correlagdao pelo programa
GraphPad Prim 5.0 (MOTULSKY 1999). A idade das operarias, agrupada em intervalos, foi
relacionada as atividades envolvendo a propolis (favos de cria, invélucro, potes de

alimento e aciimulos isolados de prdpolis) aplicando-se o teste do qui-quadrado, e apds,
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ordenagdo por analise de correspondéncia. Esses testes estatisticos foram executados no
programa Sigma Stat 3.5 e Statistica (SYSTAT 2006, STATSOFT 2001). A amplitude de
variacdo das idades médias de operarias em cada atividade foi estabelecida a partir da

formula para idade média (I=X1.F/ZF).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Condigoes internas das colonias

Neste estudo as colonias de P. emerina apresentaram-se semelhantes quanto as
condigdes internas, avaliadas pelo diametro dos favos (ANOVA, F=1,515; p=0,2398),
minimizando possiveis diferencas nos padrdes comportamentais, conforme mencionado
por HILARIO et al. (2000). Acrescenta-se que o didametro dos favos quando relacionado ao
volume do involucro possui uma correlagdo significativa (r=0,4987, p=0,0492), podendo

também ser um padrao para determinar as condigdes internas (Fig. 1).
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Figura 1. Relacao entre o didmetro dos favos e o volume do involucro em

colOnias

Plebeia emerina, no periodo de setembro/2004 a

janeiro/2005, em Porto Alegre, RS.

Divisao de trabalho relacionado a prépolis

Observagdes ao longo da vida de operarias marcadas de P. emerina, oriundas das

quatro colonias estudadas, evidenciam a ocorréncia de polietismo etario e indicam que a

idade ¢ limitante no desempenho das atividades que envolvam a propolis.

Em P. emerina as operarias desenvolvem trabalhos nos favos (Fig. 2A e B)
durante as primeiras semanas de vida até o 28° dia (Fig. 3). A amplitude da idade média
de operarias envolvidas nessa atividade foi de 6 a 12 dias. RUSSO (1976) corrobora que a
constru¢cdo de favos permanece até o 20° dia em Trigona (Geotrigona) sp. Moure. Os

registros desta atividade foram relativamente escassos em P. emerina devido a arquitetura
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dos ninhos apresentar favos sobrepostos horizontalmente. Desta forma a visualiza¢do

desta atividade limita-se ao ultimo favo e bordas dos favos precedentes.

Figura 2. A. Vista superior de colonia de Plebeia emerina evidenciando os favos
de cria (F) e Invdlucro (I); B. Detalhe da regido de favos de cria; C. Conjunto de

potes de alimento; D. Acumulo viscoso de prépolis.
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Figura 3. Freqiliéncia de operarias marcadas de P.
emerina nas atividades relacionadas a propolis, em
quatro colonias, no periodo de 29/09/2004 a
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O trabalho no involucro (Fig. 2A) das coldnias de P. emerina foi observado desde
os primeiros dias de vida das operarias até 63° dia (Fig. 3). A idade média de operarias
envolvidas nessa atividade foi de 19 a 25 dias. A faixa etéria relacionada a esta atividade
¢ consideravelmente mais ampla do que em 7. (Geotrigona) sp. na qual perdurou até 24°
dia (Russo 1976).

Nos potes de alimento foram observadas atividades de operarias de P. emerina
(Fig. 2C) até o 62° dia de vida (Fig. 3). A faixa etaria de maior ocorréncia de operarias
avistadas foi de 27 a 29 dias. A baixa atividade registrada na colénia 1 ¢ devida,
possivelmente, a disposi¢cdo interna das estruturas desta colonia na qual o involucro
encobria os potes, limitando a area de observacdo. HEBLING et al/ (1964) evidenciaram
que em T. (Scaptotrigona) xanthotricha Moure o periodo no qual operarias trabalham nos
potes ¢ do 8° ao 68° dia.

Estudos mencionam conjuntamente atividades nos favos, involucro e potes
definindo-as como atividades com cerume em diferentes espécies de meliponineos. KERR
& SANTOS NETO (1956) descreveram que atividades com cerume em M. quadrifasciata
quadrifasciata permanecem ao longo da vida das operarias, até o 36° dia. BEGO (1983)
constatou que operarias de M. bicolor bicolor apresentam secrecdo de cera e
paralelamente desempenham trabalhos com cerume desde o inicio de vida até
aproximadamente o 35°dia. GIANNINI (1997) e GIANNINI & BEGO (1998) avaliaram
trabalhos com cerume, realizado intensivamente, do 1° ao 25° dia de vida, sendo
observadas estas atividades até 65° dia de vida em M. compressipes fasciculata Smith,
1854. SIMOES & BEGO (1991) observaram que operarias de Nannotrigona (Scaptotrigona)

postica Latreille exercem atividades com cerume desde o inicio da vida até o 40° dia.
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Operarias de P. emerina trabalham nos actimulos de propolis viscosa (Fig. 2D)
desde o 13° até 56° dia (Fig. 3). Dentre essa faixa etaria, a amplitude da idade média das
operarias foi de 27 a 33 dias. Destaca-se que operarias encontram-se frequentemente
nesses acumulos macerando porgdes de propolis com suas mandibulas. A Colonia 3
destacou-se das demais, quanto ao nimero de operarias avistadas nesta atividade. Supde-
se que essa diferenca registrada possa estar relacionada as caracteristicas distintas das
coldnias, refletida na visibilidade dos acumulos de propolis.

Russo (1976) observou operarias de 7. (Geotrigona) sp. macerando propolis
desde o 5° até 49° dia de vida. Entretanto, operarias de 7. (Scaptotrigona) xanthotricha
trabalham com propolis a partir do 32° dia de vida, antes desta idade trabalham com
cerume (HEBLING et al. 1964). Nota-se que nessas espécies as operarias trabalham com
cerume, mas ndo consta na literatura a presenca de actimulos de propolis viscosa
conforme mencionado por NOGUEIRA-NETO (1970, 1997). Por outro lado, NAKAMURA &
SEELEY (2006) monitoraram operarias de Apis trabalhando com prépolis no interior das
colonias com idade de 14 a 31 dias. Destaca-se que o inicio desta atividade ¢ similar em
A. mellifera e em P. emerina.

A partir dos resultados obtidos neste estudo, constata-se que operarias de P.
emerina sdo capazes de exercer atividades que envolvam cerume por toda a sua vida.
Existe uma associagdo significativa entre a idade das operdrias e suas atividades nas

colonias (X* = 616,24; gl = 15; p < 0,001). A analise de correspondéncia indicou que as

operarias jovens estdo associadas com atividades nos favos e as mais velhas estdo

relacionadas as atividades nos acumulos de propolis confirmando a hipdtese inicial do
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estudo (Fig. 4). Entretanto, ao longo da vida as operarias mostram plasticidade nas

atividades.
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Figura 4. Diagrama de ordenacdo (analise de correspondéncia) das
atividades das operarias (favos, involucro, potes de alimento e
acumulos de propolis) no interior de colonias de Plebeia emerina em

diferentes classes etarias.

Observa-se ritmicidade comportamental em operarias de P. emerina a partir da
freqiiéncia de operarias avistadas nas diferentes tarefas, confirmada pelos picos de intensa
atividade nas faixas etarias de 11 a 15, 26 a 30 e 41 a 45 dias de vida demonstrados na
figura 3. MOORE et al. (1998) demonstram a existéncia de uma ritmicidade ontogénica
associada ao desenvolvimento comportamental em operarias de 4. mellifera, inclusive na

divisao de trabalho.
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TERADA et al. (1975) acrescentam que operdrias de P. droryana (Friese, 1900)
trabalham com cerume desde o inicio da vida, primeiramente nos favos e a seguir na
construcdo de invélucro e potes de alimento assim como em P. emerina. Operarias de P.
emerina trabalham nos aciimulos isolados de prépolis mais tardiamente, provavelmente
devido a propolis apresentar-se extremamente adesiva. NOGUEIRA-NETO (1997) explana a
possibilidade de acréscimo de substancias glandulares provenientes das operarias
tornando-as aptas ao contato com a propolis. Estudos evidenciam desenvolvimento
glandular diferenciado ao longo da vida das abelhas (CRUZ-LANDIM 1967, CRUZ-LANDIM
& FERREIRA 1968, CRUZ-LANDIM & ABDALLA 2002).

Este estudo com P. emerina, identificando as faixas etdrias que operarias
executam atividades com cerume e nos acumulos isolados de propolis viscosa, fortalece a
hipotese que operarias no inicio da vida desempenham tarefas com cerume, mas nado
conseguem exercer atividades diretamente com a propolis viscosa. De fato, torna-se
necessario explanar quais fatores poderiam estar relacionados a capacitacdo das
operarias, de modo a permitir a manipulacdo dessa propolis pegajosa. Estudo sobre o
desenvolvimento glandular ao longo da vida de operarias dessa espécie poderia melhor

elucidar essa questao.
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Polimorfismo etario de glandulas salivares da cabeca e intramandibulares de
Plebeia emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera, Meliponini) e sua relacdo com a

propolis.
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ABSTRACT. Age polymorphism of head salivary and intramandibular glands in
Plebeia emerina (Friese, 1900) (Hymenoptera, Meliponini) and their relation to
propolis. Plebeia emerina maintains individualized propolis clusters in the interior of
their colonies, whose viscous state might be maintained through the increase of glandular
substances by the worker bees. The development of intramandibular and head salivary
glands in P. emerina worker bees was studied, in different life stages, aiming to relate
gland functionality to the age group in which worker bees operate in propolis maceration.
Glands of recently emerged, 20-30 day old, and field worker bees were analyzed in light,
scanning electron and transmission microscopes. The greatest cephalic salivary gland
development was recorded in 20-30 day old worker bees, indicating the production of
proteinic and lipidic substances. In the intramandibular glands, glandular units were
present throughout the worker bee lifespan, and the secretory epithelium became
hypertrophied in 20-30 day old and field worker bees. These results suggest that
substances from cephalic salivary glands are added to the propolis clusters, reinforcing
the hypothesis of maintaining the viscous state of the product. In addition, the function of
the secretory intramandibular epithelium possibly involves jaw lubrication, making

propolis maceration possible.
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KEY WORDS. Stingless bees, defense, worker bee, glandular plasticity, work on

propolis clusters.

RESUMO. Plebeia emerina mantém no interior de suas colonias acumulos
individualizados de propolis, cujo estado viscoso talvez seja mantido pelo acréscimo de
substancias glandulares das operarias. Estudou-se o desenvolvimento de glandulas
salivares da cabeca e intramandibulares de operarias de P. emerina em diferentes fases da
vida, com o intuito de relacionar a funcionalidade das glandulas a faixa etaria que as
operarias atuam na maceragdo da propolis. Glandulas de abelhas recém emergidas, com
20-30 dias de idade e campeiras foram analisadas em microscopio de luz, eletronico de
varredura e de transmissdo. O maior desenvolvimento das glandulas salivares cefélicas
foi registrado em operarias de 20-30 dias, indicando a produc¢do de substancias protéicas
e lipidicas. Nas glandulas intramandibulares, unidades glandulares estiveram presentes ao
longo da vida das operarias e o epitélio secretor tornou-se hipertrofiado nas operarias de
20-30 dias e campeiras. Esses resultados sugerem que substancias provenientes das
glandulas salivares cefélicas sejam acrescidas aos acimulos de propolis, reforcando a
hipotese da manutencao do estado viscoso do produto. Em adi¢do, a fungdo do epitélio
intramandibular secretor, possivelmente, envolve a lubrificagdo das mandibulas,

possibilitando a maceragao da prépolis.

PALAVRAS-CHAVE. Abelhas sem ferrdo, defesa, operaria, plasticidade glandular,

trabalho nos acumulos de propolis.
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Os meliponineos apresentam plasticidade na realizacdo de tarefas exercidas ao
longo da vida, as quais, até certo ponto, podem ser ajustadas as necessidades das colonias
(HEBLING et al. 1964, SIMOES & BEGO 1991, VAN BETHEM et al. 1995). A capacitagdo de
operarias para o desempenho de diferentes tarefas pode estar relacionada a condigdes
etario-fisiologicas de glandulas exocrinas, determinante na producdo diferenciada de
secrecdes (SILVA DE MORAES 2002). Apesar do amplo conhecimento a respeito de
glandulas exdcrinas em abelhas, estudos sobre o polimorfismo etario dessas glandulas
associados com as tarefas desempenhadas pelas operarias ainda sdo escassos (KATZAV-
GOZANSKY et al. 2001).

Nas abelhas, glandulas exocrinas sdo resultantes de modificacdo da epiderme e
classificadas por NOIROT & QUENNEDEY (1974, 1991) como, classe I, na forma de
epitélio secretor, na qual o produto ¢ secretado através da cuticula corporal, e classe 111,
sob forma de unidades glandulares, onde cada célula glandular elimina seus produtos
através de um poro cuticular (KERR & CRUZ 1961, CRUZ-LANDIM 1967, COSTA-
LEONARDO & CRUZ-LANDIM 1977, MOTA & CRUZ-LANDIM 1988, IIDE et al. 1993,
SALLES & CRUZ-LANDIM 1998, CRUZ-LANDIM & REGINATO 1999). Entre as glandulas do
sistema salivar dos adultos de abelhas sociais estdo as glandulas salivares da cabeca e as
intramandibulares (SALLES & GRACIOLI 2002, SILVA DE MORAES 2002).

Glandulas salivares cefalicas foram somente detectadas em algumas espécies de
abelhas da subfamilia Apinae e apresentam-se morfologicamente constituidas por
alvéolos multicelulares. Cada alvéolo ¢ formado por epitélio simples recoberto
apicalmente por cuticula, delimitando o limen (CRUZ-LANDIM 1967, COSTA-LEONARDO

& CRUZ-LANDIM 1977, CAVASIN-OLIVEIRA & CRUZ-LANDIM 1998). HESELHAUS (1922)
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refere que estas glandulas produzem uma secrecdo oleosa, provavelmente usada para
amolecer a cera durante sua manipulagdo e SIMPSON (1960) sugere a lubrificacdo dos

apéndices bucais.

Segundo NOGUEIRA-NETO (1970, 1997) algumas espécies de meliponineos que
utilizam grandes quantidades de propolis, como Tetragonisca angustula (Latreille, 1811)
e Plebeia spp., mantém no interior de suas colonias actimulos individualizados de
propolis em estado viscoso. Estudo comportamental de P. emerina (Friese, 1900),
revelou que operarias encontram-se freqiientemente nestes acimulos, macerando porg¢des
de propolis (SANTOS et al., Capitulo 2). Estudando o polietismo etario da espécie, os

autores verificaram que a amplitude média nesta atividade ¢ de 27 a 33 dias.

NOGUEIRA-NETO (1997) sugere o acréscimo de substincias glandulares das
operarias a propolis, especificamente para a manuten¢do do estado viscoso deste produto
nos acumulos no interior das colonias. Entretanto, quais glandulas seriam as responsaveis
pela producao destas substancias permanece desconhecido. Assim, este trabalho teve por
objetivo estudar a estrutura de glandulas salivares da cabeca e intramandibulares de
operarias de P. emerina, em diferentes fases da vida, com o intuito de relacionar a
funcionalidade das glandulas a faixa etiria que as operarias desta espécie atuam na

maceragdo da propolis.
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MATERIAL E METODOS

Operarias de P. emerina recém emergidas, com 20-30 dias de idade (capturadas
no interior das coldnias) e campeiras (retornando com recurso) foram obtidas em quatro
colonias mantidas no Campus Central da PUCRS (30°03°38.64S, 051°10°33.18”W),

Porto Alegre, RS, no periodo de outubro a dezembro de 2004/2005.

Microscopia de Luz (M.L.)

Cinco espécimes de cada grupo etario foram crioanestesiados, suas cabecas
removidas, fixadas em paraformaldeido 4% e incluidas em historesina. Os cortes seriados
de 4 um de espessura, confeccionados em micrétomo (Leica® RM 2145), foram corados
com azul de metileno/fucsina bésica, examinados sob microscopio de luz e fotografados.
Areas dos alvéolos das glandulas salivares da cabega e glandulas intramandibulares
foram medidas a partir de 5 sec¢des/glandula de 5 operarias diferentes de cada idade

através do Software de captura de imagens Image Pr6 Plus 4.0.

Microscopia eletronica de varredura (M.E.V.)

Mandibulas de operarias foram isoladas, tratadas com KOH 5%, metalizadas com

carbono e analisadas em microscopio eletronico de varredura PHILIPS X1.30.

Para o estudo da ultramorfologia das glandulas salivares da cabeca, cinco

exemplares de cada grupo etario foram crioanestesiados, dissecados e as glandulas
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fixadas com glutaraldeido 2,5% em tampao fosfato de sddio. Apds a desidratacdo, em
ponto critico, as glandulas foram metalizadas com carbono e fotografadas em

microscopio eletronico de varredura, PHILIPS XL30.

Microscopia Eletronica de Transmissao (M.E.T.)

Cabecas de cinco operdrias de cada grupo etdrio foram isoladas e fixadas em
glutaraldeido/paraformaldeido a 2% em tampao cacodilato de so6dio 0,1 M. A seguir as
glandulas salivares cefélicas foram dissecadas e as mandibulas destacadas e pds-fixadas
em tetréxido de 6smio a 2% no mesmo tampao por 1 h, desidratadas em série crescente
de acetona e incluidas em resina Epon-Araldite (EMS). Seccdes ultrafinas foram
contrastadas com acetato de uranila a 1% e citrato de chumbo e analisadas em

microscopio eletronico de transmissao Zeiss EM 109.

Analise estatistica

A érea de seccdes alveolar das glandulas salivares da cabeca e a altura do epitélio
secretor das glandulas intramandibulares de operérias de 20-30 dias e campeiras foram
submetidas ao teste t de Student. Os dados relativos a comparacdo das unidades
glandulares (glandulas intramandibulares) nas trés idades (recém emergidas, de 20-30
dias e campeiras) ndo apresentaram normalidade, portanto aplicou-se o teste nao-
paramétrico de Kruskal-Wallis. Esses testes estatisticos foram executados no programa

Sigma Stat 3.5 (SYSTAT 2006).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas operdrias recém emergidas as glandulas salivares da cabeca apresentaram-se
inconspicuas, enquanto que nas operarias de 20-30 dias e nas campeiras constataram-se

evidentes alvéolos glandulares.

As andlises histologicas e de ultramorfologia demonstraram que nas operarias de
P. emerina com 20-30 dias, os alvéolos das glandulas salivares da cabeca apresentaram
forma esférica, com a parede formada por um epitélio pavimentoso delimitando um
limen dilatado preenchido com secrecdo (figs. 1 e 2). Apesar da evidente atividade
secretora nos alvéolos nesta idade, o aspecto pavimentoso das células integrantes do
epitélio deve-se ao estiramento exercido pela secrecdo armazenada no Iumen.
Diferentemente, nas campeiras, os alvéolos apresentaram-se alongados com epitélio

cubico e limen reduzido (figs. 3 e 4).
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Figuras 1 - 4. Glandulas salivares cefalicas de operaria de Plebeia emerina. 1 e

2. Alvéolos esféricos de operarias de 20-30 dias de idade. 3 e 4. Alvéolos com
limen reduzido em campeiras. a, alvéolo; cr, cérebro; 1, limen; n, nicleo; o,
células do olho composto; s, secrecdo glandular; seta, ductos excretores. Barras 1

e3=50ume2e4=100 um.
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A média da area dos alvéolos de operdrias de 20-30 dias foi maior do que nas
campeiras de P. emerina (t=3,846, p<0,01). O tamanho maximo foi constatado em
operarias de 20-30 dias e, conforme o individuo envelhece, a area alveolar tende a
diminuir (fig. 5). SALLES & CRUZ-LANDIM (1998) afirmam que diferencas no lumen dos
alvéolos destas glandulas estdo relacionadas com a idade e o trabalho executado pelas
operarias nas colonias. O tamanho maximo das unidades secretoras ¢ alcancado por volta
dos 15 dias de vida em abelhas nativas. Posteriormente as células passam a exibir
caracteristicas degenerativas (CRUZ-LANDIM 1967, 1968, SILVA DE MORAES 1978). Em
contrapartida, em Apis mellifera, essas glandulas apresentam-se mais desenvolvidas em

abelhas campeiras (KATZAV-GOZANSKY ef al. 2001).
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Figura 5. Area média dos alvéolos das glandulas salivares
cefalicas em operarias de 20-30 dias de idade (barra branca) e
campeiras (barra preta) de Plebeia emerina. Barras com letras

distintas diferem estatisticamente (teste t de Student, a=0,05).
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A ultraestrutura das células das glandulas salivares da cabeca de operarias de P.
emerina de 20-30 dias revelou a presenca de reticulo endoplasmatico rugoso e granulos
de secrecdo (fig. 6), evidenciando a producdo de substancias de natureza protéica e
lipidica. A maceragdo de propolis nos acumulos viscosos ¢ exercida, predominantemente,
por operarias com 27 a 33 dias de vida, quando se pode observar o limen dos alvéolos
repletos de secre¢do decorrente da atividade das células glandulares. A relagdo percebida
entre o comportamento e a morfologia destas glandulas pode indicar que seus produtos,
conjuntamente com outras substancias do sistema salivar, possam ser adicionados a
propolis durante a maceracdo e agir na manuten¢do do estado viscoso nos actimulos
individualizados. Nas operarias campeiras, a cuticula que delimita o ltmen dos alvéolos,
apresentou espessura homogénea e aspecto recortado (fig. 7). Espacos subcuticulares

apresentaram-se estreitos e os nticleos do epitélio alveolar mostraram-se pouco aparentes.
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Figuras 6 - 7. Fotomicrografia eletronica de transmissdo de glandula

salivar da cabeca de Plebeia emerina. 6. Detalhe do reticulo
endoplasmatico rugoso e secrecao lipidica no citoplasma de alvéolo de
operaria de 20-30 dias. 7. Limen do estreito alvéolo delimitado pela
cuticula de campeira. rer, reticulo endoplasmatico rugoso; s, secrecao;

1, limen; c, cuticula. Barras = 1 pm.
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Quanto as glandulas intramandibulares, de operarias de P. emerina dos trés
grupos etarios, estas sdo formadas por epitélio secretor e unidades glandulares (figs. 8-
11). O epitélio associado a cuticula apresentou-se inconspicuo nas recém emergidas (fig.
8) e hipertrofiado em operarias de 20-30 dias e campeiras, sendo mais alto nas campeiras
(figs. 9 e 10). Nas faixas etdrias mais avancadas, a altura média do epitélio diferiu
estatisticamente (t=6,797, p<0,001) (fig. 12). COSTA-LEONARDO (1978) observou que em
castas femininas de espécies de meliponineos, o epitélio intramandibular pode torna-se

hipertrofiado.

Figuras 8 — 11. Glandulas intramandibulares de operarias de Plebeia
emerina. 8. Recém emergida. 9. 20-30 dias de idade. 10. Campeira. 11.
Fotomicrografia eletronica de varredura de mandibulas de campeiras
evidenciando os poros secretores (seta). un, unidades glandulares; c,
cuticula; ep, epitélio; v, vacuolo; n, nucleo. Barras = 20, 20, 50, 5 um,

respectivamente.
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Figura 12. Mensuracdo das glandulas intramandibulares de
operarias recém emergidas (barra cinza), de 20-30 dias de idade
(barras brancas) e campeiras (barras pretas) de Plebeia emerina.
Barras seguidas de mesmas letras ndo diferem estatisticamente
(teste t de Student, a=0,05) para o epitélio secretor; Kruskal-

Wallis para as unidades glandulares.
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Nas operarias recém emergidas, as células pavimentosas do epitélio
intramandibular sdo ricas em reticulo endoplasmatico liso (fig. 13). Nas operarias de 20-
30 dias o epitélio tornou-se hipertrofiado e apresentou evidente espago subcuticular com
secrecdo armazenada (fig. 14). As células com citoplasma rico em reticulo
endoplasmatico rugoso (fig. 16), membrana basal uniforme, nticleos centrais e numerosos
nucléolos sugerem alto desenvolvimento glandular nesta faixa etaria. Nas campeiras, este
epitélio apresentou nucleos basais, espacos intracelulares e altura maxima,

comparativamente as outras faixas etarias.
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Figuras 13 — 16. Ultraestrutura de glandulas intramandibulares

de operarias de Plebeia emerina. 13. Epitélio de recém
emergida. 14. Porcao apical do epitélio de operaria de 20-30
dias. 15. Corte transversal de ductos excretores das unidades
glandulares. 16. Por¢ao basal do epitélio de operaria de 20-30
dias. rel, reticulo endoplasmatico liso; rer, reticulo
endoplasmatico rugoso; c, cuticula; es, espaco subcuticular; n,
nucleo; d, ducto excretor; cc, célula do ducto; mp, membrana
plasmatica; mb, membrana basal. Barras = 1 um (fig. 13) ¢ 0,5
pum (figs. 14 a 16).
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Nedel (1960) observou que glandulas intramandibulares da classe 11, ausentes em
Apis mellifera, estdo presentes em todas as espécies examinadas de Meliponini. Estas
glandulas estdo presentes ao longo da vida, em operarias de P. emerina, evidenciando
poucas alteragdes morfoldgicas no grau de desenvolvimento nas faixas etarias analisadas
(KW=3,725, p=0,155) (fig. 12). As unidades glandulares em operarias recém emergidas
apresentaram citoplasma acidofilo contendo granulos preenchidos e evidentes (fig. 8),
diferentemente das demais idades. Nas operarias de 20-30 dias e nas campeiras o
citoplasma das unidades glandulares caracterizou-se baséfilo e com numerosos vactiolos

evidenciando a continua liberacdo de secre¢des através dos ductos excretores (fig. 15).

A ultramorfologia da superficie das mandibulas de operarias de P. emerina
revelou a presenca de agrupamento de poros dos ductos excretores das unidades
glandulares na porcao externa das mandibulas (figs. 10 e 11) reforcando os achados em
microscopia de luz. Poros semelhantes foram observados na mesma regidao da mandibula

na abelha Schwarziana quadripunctata (CRUZ-LANDIM & REGINATO 2001).

Apesar do conhecimento a respeito da fun¢do das glandulas intramandibulares ser
escasso, NEDEL (1960) sugere que o produto oleoso oriundo das unidades glandulares
isoladas, pode estar relacionado a lubrificagdo das mandibulas. A ocorréncia dessas
unidades glandulares ao longo da vida de operarias de P. emerina e a liberagdo dos
produtos na por¢cdo média das mandibulas reforcam essa hipotese. O epitélio secretor
hipertrofiado em operdrias com 20-30 dias e em campeiras, as quais trabalham

intensivamente com propolis, indica que estas substincias glandulares possam estar
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envolvidas em tarefas que envolvam a propolis, a exemplo da maceragdo nos acumulos

de propolis viscosa e da coleta de resinas vegetais.

Os resultados do presente estudo revelam a ocorréncia de polimorfismo etario
relacionado as glandulas salivares da cabega e intramandibulares, em operdrias de P.
emerina. O desenvolvimento maximo das glandulas salivares cefalicas em operarias de
20-30 dias de idade, as quais trabalham intensivamente nos acumulos de propolis, sugere
que substancias oriundas destas glandulas sejam acrescidas aos acumulos de préopolis
reforcando a hipdtese de sua funcionalidade na manuten¢do do estado viscoso da

propolis.

As unidades secretoras das glandulas intramandibulares referentes, por
apresentarem-se semelhantes ao longo da vida das operarias, dificultam inferir algo sobre
possivel funcionalidade relacionada a propolis. Enquanto que o epitélio intramandibular
secretor, constatado nas faixas etarias de 20-30 dias e em campeiras, possivelmente,
responde pela lubrificacdo das mandibulas viabilizando o contato das abelhas com a

propolis viscosa.
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CONCLUSOES GERAIS

1. Coldnias de P. emerina apresentam variagdes na area e no namero de acumulos
isolados de propolis viscosa ao longo do ano, relacionadas as estagdes do ano. Os
acumulos de préopolis sdo preferencialmente estocados na porgdo anterior das
coldnias, junto as entradas, onde ha necessidade deste material devido ao risco de

invasao por inimigos.

2. Operarias de P. emerina desempenham atividades com cerume durante toda a
vida, entretanto nos primeiros dias de vida sdo incapazes de desenvolver
atividades com propolis viscosa. A capacitagdo no contato com a propolis viscosa
pelas operarias possivelmente esteja relacionada as glandulas exocrinas do

sistema salivar.

3. Glandulas salivares da cabeca e intramandibulares apresentam polimorfismo
relacionado as diferentes fases da vida em operarias de P. emerina. Glandulas
salivares cefalicas exibem desenvolvimento maximo em operarias de 20-30 dias
de idade, que intensivamente trabalham nos actmulos isolados de prépolis
viscosa, reforcando a hipdtese de acdo na manutencdo do estado viscoso do
produto. Nesta faixa etdria e em campeiras, o epitélio secretor das glandulas
intramandibulares apresenta-se desenvolvido, podendo estar relacionado a

lubrificagdo das mandibulas, capacitando-as ao contato com propolis viscosa.

4. Sugere-se a continuidade desta pesquisa com novas abordagens relacionadas a
compreensdo dos processos relacionados a manutencdo do estado viscoso da
propolis em actimulos isolados. Um dos topicos indicados para os estudos ¢ a
identificacdo dos produtos das glandulas do sistema salivar em distintas fases da

vida das operdrias.
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