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RESUMO

FRANCA, M. B. Producio de zangdes de Apis mellifera L. africanizada (Hymenoptera:
Apidae): adaptagoes para programas de melhoramento genético de abelhas. 29 f. Trabalho
(Conclusao de Curso) — Programa de Graduagao em Bacharelado em Zootecnia, Universidade
Tecnoldgica Federal do Parana. Dois Vizinhos, 2021.

A padronizagao de protocolos de producao controlada de machos, pode ser util para programas
de melhoramento genético no Brasil que visam estudos sobre a variagdo genética aditiva e
consanguinidade em abelhas. Conhecendo a origem do zangao, ¢ possivel realizar o controle e
a padronizagdo da producdo de zangdes, deste modo a produgdo pode ser realizada em qualquer
¢época do ano, tendo uma sele¢do com genética superior. Sendo assim, o objetivo deste trabalho
foi padronizar um protocolo de produgao de zangdes por meio da oviposi¢ao de rainhas virgens,
induzidas com didxido de carbono (CO3). O estudo foi realizado na Universidade Tecnologica
Federal do Parana, Campus Dois Vizinhos com um grupo de 30 rainhas submetidas ao
tratamento com CO; (20) e sem CO; (10) por 24 horas. Em seguida foram introduzidas em
colonias orfanadas, e monitoradas por 20 dias quanto a aceitacdo e oviposicao de ovos que
deram origem a machos. Apesar da baixa aceitacdo das rainhas pelas colonias nos dois
tratamentos, o gas ndo teve influéncia nenhuma neste processo. Quanto a oviposi¢do, o
tratamento com CO; parece influenciar positivamente a oviposi¢do de ovos que deram origem
a machos, pelas rainhas virgens. No entanto, para que um protocolo seja estabelecido,
adequacdes na idade de introducdo das rainhas nas colonias poderia aumentar a probabilidade
de aceitacdo e consequente oviposicao.

Palavras-chave: Rainhas Virgens. Anestesia com CO». Reprodugdo de abelhas. Producgdo

controlada de zangdes.



ABSTRACT

FRANCA, M. B. Africanized drone production Apis mellifera L.. (Hymenoptera: Apidae):
adaptations to honey bee breeding programs. 29 f. Work (Course Completion) - Bachelor's
Degree Program in Zootechnics, Federal Technological University of Parana. Dois Vizinhos,
2021.

The standardization of male-controlled production protocols can be useful for breeding
programs in Brazil that aim studies on additive genetic variation and inbreeding in honey bees.
Knowing the origin of the drone, it is possible to control and standardize the production of
drones, so the production can be carried out at any time of the year, having a selection with
superior genetics. Therefore, the objective of this work was to standardize a drone production
protocol by means of the oviposition of virgin queens, induced with carbon dioxide. The study
was carried out at the Federal Technological University of Parand, Campus Dois Vizinhos with
a group of 30 virgin queens underwent treatment with carbon dioxide (20), and without carbon
dioxide (10) for 24 hours. Then they were introduced into orphaned colonies, and monitored
for 20 days for the acceptance and oviposition of eggs that gave rise to males. Despite the low
acceptance of queens by the colonies in both treatments, the gas had no influence on this
process. Regarding oviposition, the treatment with carbon dioxide seems to positively influence
the oviposition of eggs that gave rise to males, by virgin queens. However, for a protocol to be
established, adjustments in the age of introduction of queens into the colonies could increase
the likelihood of acceptance and consequent oviposition.

Key Words: Virgin Queens. Anesthesia with CO». Honey bee reproduction. Drones controlled
production.
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1 INTRODUCAO

O declinio da populagao de insetos tem sido evidente na ultima década, especialmente
para as abelhas (SANCHEZ-BAYO & WYCKHUYS, 2019). Segundo Castilhos (2019) ¢
crescente 0 receio com a escassez deste indispensavel polinizador e estudos sobre o
desaparecimento das abelhas vém aumentando durante os anos. Neste contexto, a importancia
das discussdes sobre a diversidade genética dessa espécie vem ganhando muita projecao.

Para o desenvolvimento da apicultura, o melhoramento genético engloba uma série de
estratégias (COSTA-MAIA & LINO LOURENCO, 2009), como as de reproducdo, sendo
essenciais para que os melhores animais possam passar seus genes para as proximas geragoes.
Praticas de manejo como trocas de rainhas e inseminacdo instrumental sdo fundamentais para
o melhoramento, que visa aumentar ou manter determinadas caracteristicas desejadas em uma
colonia (MARTINEZ & SOARES, 2012). Além disso o progresso genético, que ¢ alcancado
no melhoramento, depende da utilizagao correta das informagdes obtidas dos individuos, com
a ajuda continua dos fundamentos metodoldgicos das avaliagdes genéticas (SILVA et al., 2008).

A inseminacdo instrumental de rainhas de Apis mellifera ¢ um método de reproducao
que permite o conhecimento completo do pedigree, essencial para que os estudos sobre a
variacdo genética aditiva possam ser realizados (COBEY, 2007), no entanto a literatura sobre
producdo de zangdes para a obtencao de s€men, especialmente em abelhas africanizadas, ainda
foi pouco estudada. Devido a grande influéncia ambiental no processo, como o tamanho da
coldnia, estacdo do ano, disponibilidade de alimento, a quantidade de crias de zangdes presentes
na coldnia, presenca ou auséncia da rainha (BOES, 2010), um protocolo padronizado para a
produgdo de machos inexiste na literatura.

Alguns autores realizaram protocolos com CO2, onde rainhas virgens foram expostas ao
gas e realizaram a oviposi¢do de ovos que deram origem a zangdes em células de operarias
(SCHLUNS, 2003). Mackensen (1947), administrou duas aplicagdes de CO, em rainhas
virgens, levando a oviposicao de zangodes. O processo de tratamento de rainhas virgens com
COg, corresponde a alguns estimulos de acasalamento, levando-as a oviposi¢ao, antes mesmo
de estarem acasaladas (KAFTANOGLU & PENG, 1982). No entanto, todos esses trabalhos
foram realizados em condi¢gdes ambientais muito diferentes das encontradas no Brasil, € com
outras subespécies de abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae).

A producdo de zangdes tem alguns propositos, dentre eles promover a criagdo de
zangodes selecionados e com boa qualidade, alcangar um nimero desejado de machos e ampliar

o periodo de fecundacdo, para assim, manter a variabilidade genética (FERT, 2013).



Conhecendo a origem do zangdo, ¢ possivel realizar o controle e a padronizagdo da produgdo
de zangdes, deste modo a produ¢do pode ser realizada em qualquer época do ano, tendo uma
selegdo com genética superior, que pode ser efetivada em programas de melhoramento genético
em abelhas (FORNAZARI, 2016).

A padronizagdo de protocolos de producdo controlada de zangdes pode ser util para
programas de melhoramento genético no Brasil, que visem estudos sobre a variagdo genética
aditiva e consanguinidade em abelhas, visto que os trabalhos sdo escassos sobre este tema.
Conseguinte o objetivo do estudo foi desenvolver um processo que consiga padronizar e
controlar a produ¢do de zangdes, por meio da oviposi¢do de rainhas virgens, induzidas com

COs.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um protocolo de producdo de zangdes, para programas de melhoramentos

genético de abelhas, considerando a exposi¢@o de rainhas virgens ao COs.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Anestesiar rainhas virgens com COg, tendo inicio ao tratamento a partir de 24 horas de
emergéncia das rainhas, onde serdo administradas trés doses de CO2 por 10 minutos a cada seis
horas.

Mensurar o tamanho e peso da rainha apds emergéncia, observar a aceitagdo das rainhas
a campo diariamente por 20 dias quanto a oviposic¢ao, desenvolvimento das crias e a emergéncia

dos zangoes.



10

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PRODUCAO DE ZANGOES

Os zangodes sao os machos do grupo social das abelhas Apis mellifera, onde a diferenca
sexual ¢ originada em um sistema haplodiploide (ARAUJO NETO, 2019), em que embrides
diploides, sao derivados de ovocitos fertilizados que originam as fémeas (rainha e operarias), e
os haploides sdao oriundos de ovocitos ativados partenogeneticamente originando os machos
(SNUSTA & SIMMONS, 2013).

A produgdo de zangdes em uma colonia ¢ ligada a sazonalidade, onde os zangdes sdo
criados durante a estagdo de reproducao, e em €pocas do ano que hé alimentos em abundancia
(RANGEL et al., 2013). De acordo com Araujo Neto (2019) os zangdes emergem 24 dias apos
a oviposicao em células maiores que das operarias e ap6s a emergéncia levam em média 12 dias
para atingirem a maturidade sexual, com seis a sete dias tem-se 0s primeiros voos como
treinamento para em seguida irem em direcdo a uma zona de congrega¢do, onde acontece o
acasalamento com a rainha.

Alguns fatores podem afetar a producdo de zangdes. Um deles, segundo Free e Williams
(1975), seria o tamanho populacional das colonias, em que colonias fortes (com alta populagao
de operarias e grande quantidade de alimento armazenado), tem mais disposi¢do para a criagao
e manuten¢do de crias de zangdes, visto que apds a emergéncia os zangdes nao se alimentam
sozinhos, ficando dependentes das operdrias para sua alimentacdo. Lee e Winston (1985)
observaram que colonias recém divididas ndo produzem células de zangdes em menos de 22
dias, ja que necessitam de um numero de operarias em crescimento, para em seguida investir
na producao de zangdes, o que corrobora com os resultados apresentados por Henderson (1994),
onde constatou-se que colonias com uma populagdo maior produzem células de zangdes mais
rapido do que enxames menores.

Outro fator que afeta a produg¢do de zangdo, seria a disponibilidade de alimentos
(RHODES, 1999). Existe uma necessidade de entrada continua de polen para que a colonia
invista em cria e zangdes adultos. Em apenas 48 horas de interrup¢do do fluxo de entrada de
polen na colonia, segundo Rhodes (2002), as larvas de machos sdo todas removidas e mantidos
apenas os zangoes adultos.

Segundo Boes (2010), a propria presenca de zangdes na colonia pode inibir a produgdo

adicional de machos. A exemplo disso, se uma coldnia receber vérios favos com células de
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zangdes, as operarias tenderdo a transforma-las em alvéolos de operarias (FREE &
WILLIAMS, 1975).

A abelha rainha também pode influenciar na produgdo de zangdes, visto que cerca de
99,9% dos machos adultos sao produzidos por ela (VISSCHER, 1989). Quando a coldnia perde
sua rainha, as operarias tendem a produzir uma nova rainha, manter o zangdo enquanto se
aguarda o sucesso de uma nova rainha ¢ uma estratégia que garante, em ultima instancia o
aumento do valor adaptativo da colonia, mas quando nao ¢ possivel, os zangdos sdo a unica
fonte de transmissao de genes na colonia.

Em uma criagdo de rainhas, ¢ necessario um grande numero de zangdes (20) para o
acasalamento, onde podem ser comercializadas rainhas virgens ou inseminadas
instrumentalmente. Segundo Rhodes (2002), rainhas que realizam o acasalamento
naturalmente, precisam de 1 a 32 zangdes para efetuarem a copula bem-sucedida. Ja em rainhas
inseminadas, ¢ recomendado em média de 20 a 25 zangdes. Novaes (2011), complementa que
¢ importante a criagdo continua de zangoes, pois ¢ inviavel dispor de rainhas selecionadas e nao
contar com zangdes para fecunda-las.

Com uma producdo continua de zangdes, torna-se viavel a sua criagdo, podendo ser
selecionados os de melhor qualidade, através do desempenho de suas irmds (FERT, 2013). Em
um experimento realizado por Delaplane e Harbo (1987), foi testada a hipotese de que operarias
jovens produzem uma maior propor¢ao de zangdes do que operarias mais velhas, quando a

rainha estd ausente, e tal resultado foi observado em 3 das 6 colonias do experimento.

3.2 INDUCAO DA OVIPOSICAO POR CO, EM RAINHAS

O tratamento com CO2, tem por objetivo estimular a rainha virgem a oviposicao,
intensificando a producdo de zangdes, no inicio da exposi¢cdo observa-se uma perda de peso,
redugdo ou atraso da producao de feromdnios, podendo inibir voos de acasalamento (WOYKE
et al., 1995).

Segundo Macedo (2009), os efeitos do tratamento de CO> possuem dois extremos, onde
pode ser alterada a reprodugdo, desenvolvimento, alimentagao e aspectos corporais dos insetos
pela exposi¢do; mas contudo, é possivel aumentar os niveis de vitelogenina, a principal proteina
formadora do ovo na hemolinfa, acelerando o desenvolvimento ovariano e iniciando a
oviposi¢do de ovos mais cedo.

Em um estudo realizado por Bienkowska (2012), foi constatado que tratamentos com

altas taxas de exposi¢do ao CO; puro durante a inseminacao instrumental podem antecipar o
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inicio da oviposi¢do. Em rainhas tratadas com um maior tempo ao CO; a postura comegou mais
cedo, comparado com aquelas que receberam baixas doses de CO», tendo a oviposi¢do mais
tardia, mas o trabalho nao se referiu a rainhas virgens.

Otten et al. (1998), observaram que 70% das rainhas inseminadas colocadas em coldnias
fracas (baixa populacdo de operarias e baixa quantidade de alimento armazenado) ovipositaram,
enquanto em colonias fortes, aproximadamente 95% das rainhas ovipositaram.

De acordo com Mackensen (1947), que utilizou duas doses de tratamentos com CO2 em
rainhas virgens, nao informando os intervalos entre as exposi¢des de 10 minutos cada, o mesmo
observou um encurtamento no periodo de oviposicao. Ao reintroduzi-las nas colonias verificou
que iniciaram a postura a partir de 11-23 dias de idade, ja as rainhas sem a exposi¢do ao COa,
comegaram a oviposi¢do com 18-67 dias de idade.

Na literatura existem estudos realizados com o tratamento de CO», mas nao informam a
metodologia completa utilizada, como ¢é o caso de Schliins et al. (2003), que administrou CO»
em rainhas virgens, mas nao indicou a dosagem utilizada em seus tratamentos, tendo como
resultado a postura de ovos de zangdes em células de operarias. Mackensen (1947) e Cobey et
al. (2013), referem-se ao inicio da exposicao das rainhas ao tratamento, onde aplica-se CO2 no
4° dia apds a emergéncia e ao 5° dia, respectivamente, no entanto os autores nao determinaram

os periodos de exposi¢do ao CO».

3.3 PROGRAMA DE MELHORAMENTO GENETICO EM ABELHAS

O melhoramento genético de abelhas nado ¢ tdo desenvolvido como em outras espécies
(BIENEFELD et al., 2007), o que se deve ao controle de informagdes e aos métodos de
avaliacdo genética disponiveis para animais diploides. O sucesso alcangado na atualidade se
deve ao manejo, produgdo, correlagdes genéticas entre caracteristicas importantes, estimativa
de parametros genéticos e pesquisas sobre o uso correto dos dados obtidos (COSTA-MAIA &
LINO, 2009). As melhorias devem ser feitas selecionando animais com maior valor genético
para caracteristicas especificas (RODRIGUES, 2015).

Porém, para utilizar métodos de selecdo, ¢ necessario padronizar e formar dados de
avaliagdes genéticas. Entre as abelhas africanizadas existem poucos padrdes para a producao
de rainhas e zangdes. Para rainhas, a técnica descrita por Doolittle (1889), ¢ amplamente
utilizada, mas pouco se sabe sobre a producdo de zangdes.

Na pesquisa com abelhas, a rainha ¢ considerada o individuo principal, pois ¢

responsavel pela criagdo de outros individuos na coldnia, sendo responsavel por imprimir
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metade da sua carga genética em operarias e toda carga genética em zangdes (RINDERER et
al., 1983). No entanto, se considerarmos que os zangdes sdo responsaveis por metade do
material genético herdado pelas operéarias, seu impacto nos programas de melhoramento animal
comeca a ganhar destaque (FAQUINELLO et al., 2011).

Técnicas como a inseminag¢ado instrumental podem permitir o controle do acasalamento
(COBEY, 2007). A avaliagdo precisa de zangdes e rainhas, concede selecionar animais com
reais vantagens genéticas, melhorando a acuracia e eficiéncia dos programas de melhoramento
genético em abelhas (COSTA-MALIA, 2013; MARTINEZ & SOARES, 2012; COSTA-MAIA
& LINO, 2009; MARTINS, 2014).

Em virtude da falta de pesquisas para avaliar a contribui¢do genética dos zangoes e para
tornar o programa de melhoramento genético de abelhas africanizadas bem-sucedido e eficaz,
a producdo de alta qualidade e técnicas de manejo apropriadas devem ser usados para produzir

e selecionar machos e fémeas, mais adequados para o programa.

3.4 ESTUDOS REALIZADOS COM CO>

Em um estudo sobre o uso de diferentes concentragdes de CO> na biologia de insetos
predadores, elaborado por Morato (2011), em que ovos de Ceraeochrysa cincta (Schneider)
(Neuroptera: Chrysopidae), foram expostos ao CO», visando avaliar sua viabilidade, os
resultados mostram que a maior concentragdo de CO; (411,55 £+ 7,04 ppm), tem efeito direto e
positivo na viabilidade dos ovos (81,48%) da espécie.

Tratamentos com CO; em A. mellifera, com tempos elevados (30, 60 e 120 segundos),
sugerem segundo Ebadi (1980), a redug¢do da sobrevivéncia e o comportamento de coleta de
polen em abelhas forrageiras, o mesmo autor comenta que a narcose com COz puro ndo devem
ultrapassar 15 segundos, evitando os riscos de alteracdes fisioldgicas € comportamento
anormal.

Em abelhas rainhas a aplicagdo do CO, demonstra que até o quinto dia de idade, a
narcose nao causa alteracdes no desenvolvimento ovariano, mas, no entanto, aos dez dias de
idade, os ovarios das rainhas tratadas mostram uma diminui¢do na taxa de morte celular
(BERGER, 2010), o mesmo autor comenta que este efeito ndo perdura aos 15 dias de idade,
nao tendo diferenga na mortalidade celular.

Com base em estudos realizados com CO, empregado para verificar se hé alteracdo nas

funcdes cerebrais de abelhas A. mellifera, demonstra que, a aplicagdo do géas ndo altera a
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morfologia do cérebro, bem como mudangas de aprendizagem e orientagdes destes insetos
(JACOB, 2009).

A utilizagdo de CO; também ¢ usual no abate de suinos, onde ¢ possivel o atordoamento
dos animais em grupos (CHRISTENSEN & BARTON-GADE, 1997), e normalmente mostra
baixas taxas de salpicamento na carcaga (BARTON-GADE,1999b), mas ndo esta provado
cientificamente que este método de abate causa alguma dor durante a fase de excitacdo

(VELARDE et al., 1998).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PRODUCAO DE RAINHAS

O experimento foi conduzido na area experimental do Apiério e Laboratério da Unidade
de Ensino e Pesquisa em Apicultura (UNEPE) da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana,

coordenadas de 25°41°26.8” de latitude S e 53°05'57.1" de longitude W (Figura 1).

Figura 1: Area experimental da Unepe Apicultura denotada em vermelho, contendo as colmeias que foram

utilizadas para a realizacio do experimento.
Fonte: Google Earth, (2021).

Para a conducdo do experimento foram utilizadas 30 colonias de A. mellifera
africanizada, alojadas em colmeias tipo Langstroth de cinco favos, com telas excluidoras de
alvado. As rainhas virgens foram produzidas segundo o método Doolittle (1889) que consiste
em transferir larvas de zero a 24 horas de idade para ctpulas acrilicas com uma pequena

quantidade de geleia real pura (Figura 2).

Figura 2. Cupulas de acrilico, com geleia real usadas para a transferéncia de larvas, fixadas em sarrafos.
Fonte: Franca, M. B. 2020.
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Os quadros-porta cupulas (com dois sarrafos e 14 cupulas cada) foram inseridos na
coldnia minirrecria para que fossem limpos pelas operarias por 24 horas. Apos esse periodo, no
laboratério, larvas de zero a 24 horas foram transferidas para as ctpulas com geleia real. Em
seguida, o quadro porta-ctipulas com as larvas foi devolvido na parte superior da minirrecria.

Dez dias apos a transferéncia de larvas, as realeiras (Figura 3) foram alojadas
individualmente em frascos de vidros de 20 ml com uma “escada” feita de papel, para que ao
emergir a rainha possa caminhar sem escorregar (Figura 4) e uma pequena quantidade de candy
para alimentagdo. Os frascos foram alocados em uma estufa com temperatura de 34° e umidade

de 60% (Figura 5).

Figura 3. Sarrafo retirado da minirrecria com as realeiras, para a conferéncia da aceitacio das larvas pela
colonia receptora.
Fonte: Franca, M. B. 2020.

Figura 4. Frasco de vidro alojando a realeira, com uma escada feita de papel e a identificacio da minirrecria
que o sarrafo foi posto.
Fonte: Franca, M. B. 2020.
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Figura 5. Realeiras em frascos de 20 mL alocadas em estufa com temperatura de 34°C e umidade de 60%.
Fonte: Franca, M. B. 2020.

O monitoramento das ctipulas das rainhas ocorreu de forma ininterrupta para, apds a
emergéncia as rainhas foram identificadas com marcas plasticas numeradas no térax, e em
seguida alocadas em gaiolas tipo JZsBZs™ com quatro operarias nutrizes cada uma, as quais

tem como fungdo nutrir e cuidar da abelha rainha (Figura 6).

Figura 6. Gaiola com rainha marcada (indicacdo com a seta vermelha) e operirias acompanhantes
(indicaciio com setas azuis).
Fonte: Franca, M. B. 2020.

4.2 TRATAMENTOS

Anteriormente, Fornazari (2016), desenvolveu um protocolo de producao de zangdes por

meio da oviposi¢do de rainhas virgens induzidas com CO» por 24, 48 ¢ 72 horas. O tratamento
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com menor tempo de exposi¢do ao CO> (24h) apresentou a maior probabilidade de oviposi¢ao
(68%) e foi o escolhido para a validacdo neste trabalho.

Para tanto, apds 24 horas de emergéncia das rainhas, vinte rainhas virgens receberam
tratamento de 24 horas de CO; (Tratamento 1), e outras dez rainhas virgens ndo receberam o

tratamento de CO; (Tratamento controle) (Figura 7).

Rainhas Emergidas com 24 horas ]
[ 20 rainhas] [10 rainhas ]

| Tratamento | I Tratamento 2
\ (Controle)

Intervalo
6/6 horas por 24 horas

[ Tempo de Exposigdo as CO; — 10 minutos ]

Figura 7. Diagrama experimental
Fonte: Franca, M. B. 2020.

Para o tratamento 1, as rainhas foram alocadas em um saco pléstico, e receberam trés
doses de CO, de 10 minutos cada (Figura 8). O procedimento foi repetido a cada seis horas,
por 24 horas. As rainhas do controle foram submetidas ao mesmo procedimento, porém sem a
utilizagdo do CO,. Apos a realizacdo dos tratamentos, as rainhas permaneceram em suas

gaiolas, acompanhadas de operarias nutrizes (Figura 9).

Figura 8. Saco plastico transparente com as gaiolas utilizado para a administraciao do COx.
Fonte: Franca, M. B. 2020.
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Figura 9. Rainhas em gaiolas acompanhadas de nutrizes.
Fonte: Franca, M. B. 2020.

4.3 INTRODUCAO DAS RAINHAS A CAMPO E MENSURACOES

As coldnias selecionadas para o experimento estavam compostas de cinco favos, com
presenca de podlen, populacdo estimada de 35.000 a 50.000 operérias, com espago para
oviposi¢ao de forma que todas as rainhas tivessem um ambiente uniforme a introdugao.

Todas as colonias foram orfanadas 48 horas antes da introdugdo das rainhas virgens,
sendo que cada colmeia recebeu um quadro com cera alveolada de operarias e uma tela
excluidora de alvado para garantir que as rainhas virgens ndo saissem para o voo de fecundagao
natural. As rainhas virgens dos dois tratamentos foram introduzidas individualmente em suas

respectivas colonias, de maneira direta, sem a utilizagdo de gaiolas (Figura 10).

Figura 10. Rainha introduzida na coldnia.
Fonte: Franca, M. B. 2020.
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Como a orfanagao e introdugao de rainhas virgens ¢ um processo com baixa possibilidade
de sucesso, as rainhas fecundadas, retiradas de suas colonias originais, permaneceram em estufa
com temperatura ¢ umidade controladas. Caso ndo ocorresse a aceitacao das rainhas virgens do
experimento, a rainha fecundada, seria reintroduzida na coldnia.

Essas coldnias receberam suplementagdo proteica e energética semanal (3 vezes por
semana), durante sessenta dias consecutivos. O alimento energético foi produzido a base de
agucar e dgua na proporc¢ao de 1:1 (kg de acucar: litro de 4gua), e a suplementagao proteica foi

formulada segundo Sereia (2009).

Composigio Unidade Ingredientes Selecionados
Gittiniga em 100g Proteina Oleo Oleo LE\'§d0 A Mel Polen Lecilma .Ni:clleo
isolada soja | Linhaca Palma | cerveja de soja vitaminas

Agua g 4,20 0,00 0,00 8.90 0.03 17.10 16,80 0.00 0,00
Calorias keal 350,00 900,00 900,00 269,00 387.00 | 304,00 405.00( 850,00 0,00
Carboidratos g 0,00 0,00 0,00 30,40 99,90 82.40 35,00 0,20 0,00
Fibra total g2 0,00 2,40 0,00 0,00 0,00 0,20 L10 0,00 0,00
Minerais B 5.70 0,00 0,00 7.40 0.00 0.60 2.60 0.00 0.00
Calcio mg 200.00 0.00 0.00 232.00 1.00 6.00 260.00 10.00 0.00
Fasforo mg 674,00 0,00 0,00 1597.00 0,00 4,00 430.00 36,00 0,00
Sadio mg 1000,00 0,00 0,00 605,00 0,00 4,00 200,00 0,00 0,00
Tiamina (B1) mg 0,30 0,00 0,00 17,60 0,00 0,01 800,00 12,00 22,30
Riboflavina (B2) mg 0,30 0,00 0,00 6.60 0,02 0,04 [ 192000 4.00 160,00
Niacina (B3) mg 0.40 0,00 0,00 34,60 0,00 0,12 20,00 25,00 980,00
Ac. Pantototénico (B3) mg 4.20 0,00 0,00 11,30 0,00 0,07 [ 260000 0.00 323,40
Pindoxina (B6) mg 0,80 0,00 0,00 1,60 0,00 0,02 380,00 0,00 81,70
Cianocobalamina B12) mg 0.00 0.00 0,00 0.00 0.00 0.00 500,00 0,00 0.80
Acido folico mg 0,10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 1850,00 0.00 8,00
Biotina mg 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0.70 0.00 1,60
Vitamina A mg 1.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 590,00 0,40 70,00
Vitamina E mg 10,80 0,00 0,00 0.00 0,00 0,00 20,00 240,00 400,00
Lipideos totais g 0,00 100,00 100,00 1.40 0,00 0,00 6.20 40,00 0,00
Palmitico C16:0 ] 0,00 0,00 | 43,50 44,90 0.00 0,00 28,70 11,70 0,00
Oleico C18:1 2 0,00 27.00 36,60 33,90 0.00 0,00 2,90 18,00 0.00
Linoleico C18:2 g 0.00 16.00 9.10 5,10 0.00 0.00 540 0,00 0.00
Linolénico 18:3 g 0,00 57.00 0.20 0,60 0,00 0,00 49.50 0.00 0,00
Proteinas g 90,00 0,00 0,00 49,00 0,00 0,30 26,20 0,00 0,00

Fonte: Sereia (2009).

A abertura das colonias foi realizada depois de 72 horas da introdu¢@o, onde observou-
se a aceitacdo ou a ndo aceitacdo da rainha pelas operarias. As colonias com rainhas aceitas
foram monitoradas por um periodo de 20 dias por meio de registros fotograficos e anotacdes
em planilhas de papel quanto a oviposi¢do, presenca da rainha, constru¢do de realeiras,
desenvolvimento das crias e emergéncia dos zangdes, além dos aspectos gerais de
desenvolvimento da colonia. As colonias com rainhas rejeitadas (Figura 11 e 12) tiveram suas
respectivas rainhas fecundadas originais reintroduzidas e ndo foram consideradas no

experimento.
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Figura 10. Rainha virgem com marca verde rejeitada pela coldnia.
Fonte: Franca, M. B. 2020.

—

Figura 11. Rainha sem marca plziética rejeitada pela colonia.
Fonte: Franca, M. B. 2020.

4.4 ANALISE ESTATISTICA DE DADOS

Os dados de aceitacdo foram analisados por meio do teste de Qui-quadrado (R, 2020),
com nivel de significdncia menor que 0,05 (p<0,05), e os dados de oviposi¢do foram

comparados qualitativamente entre os tratamentos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A repeticdo do melhor tratamento com CO», encontrado por Fornazari (2016), que
previu uma probabilidade de 68% para oviposi¢do foi realizado por meio deste trabalho, e os
dados descritivos sobre o numero de rainhas expostas e ndo expostas, resistentes, introduzidas,

aceitas e em oviposicao para os tratamentos 1 e controle estdo na Tabela 1.

Tabela 1. Observacdes quanto ao nimero de rainhas resistentes, rejeitadas e aceitas pelas
coldnias, e em oviposi¢do entre os tratamentos com CO; e controle.
Observacgdes

, . Tratamentos
(numero de rainhas)
CO2 (n=20) Controle (n=10)
Resistentes ao tratamento 20 10
Rejeitadas 16 6
Aceitas 4 4
Oviposi¢ao 2 0

Todas as rainhas expostas ao Tratamento com CO> sobreviveram, corroborando com
Fornazari (2016), que recomendou a utilizagdo do gas carbdnico em intervalos de tempo de 6
em 6 horas, em até 24 horas. Em contrapartida, a taxa de aceitagdo do tratamento com CO
(20%) foi muito inferior ao encontrado pelo mesmo autor (60%).

O status reprodutivo das rainhas tem impacto significativo no aceite das mesmas pela
colonia, segundo MORETTO, STRAPAZZON e BITTENCOURT (2007) a aceitagdo de
rainhas virgens pelas colonias ¢ muito menor do que a das rainhas fecundadas, e a eficiéncia do
processo € de cerca de 40% (DUAY, 1994). No tratamento controle, o aceite foi exatamente de
40%, o que nos levou a seguinte pergunta: “O CO; influencia negativamente o aceite das rainhas
pelas operarias?”.

Para tanto, em fun¢do do alto indice de rejei¢ao (80%) das rainhas submetidas ao
tratamento com COz, utilizou-se o teste do qui-quadrado (Tabela 2) para avaliar o efeito do gés
carbdnico ao aceite. Apesar do baixo niimero de repetigdes por tratamento, a utilizagcdo ou nao
do tratamento com CO> nao influenciou o aceite (p>0,05), sendo assim outros fatores poderiam

ser avaliados como a redugdo da idade da rainha virgem, a introducao.
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Tabela 2. Aceitacao e oviposi¢ao de rainhas virgens que receberam o tratamento com didxido
de carbono (CO») e tratamento controle (sem CO»).

Tratamento Aceitacao Oviposigdo
Com CO2 (n=20) * 4 2
Sem CO; (n=10) * 4 0
Com CO2 (n=5) 3 2

(Fornazari, 2016)
* p=0,47 (aceitacdo)

Pérez-Sato e Ratnieks (2006) encontraram sucesso de aceite para rainhas virgens, assim
como na oviposi¢do péds-fecundagdo, de 65%, quando elas foram introduzidas em nucleos
orfaos de cinco quadros, com no maximo um dia de idade. O sucesso da mesma operagdo caiu
para 55%, quando rainhas de trés a quatro dias de idade foram introduzidas. A relac¢do entre a
idade da rainha virgem a introducdo, aceite pela colonia e oviposi¢do sdo antagonicas, pois
quanto mais tempo a rainha virgem fica ausente na colonia, a contar do momento de sua
emergéncia, pior serd seu desempenho reprodutivo, pois sua fertilidade serd prejudicada
(BERGER, POIANI e LANDIM, 2016).

Em nosso trabalho, as rainhas virgens foram introduzidas em média com 48 horas de
idade (24h apos a emergéncia + 24 horas de tratamento), o que pode ter influenciado o aceite
das rainhas pelas colOnias. Sendo assim, trabalhos futuros com a indugédo a oviposi¢do poderiam
considerar a concentragdo do tratamento de CO; nas primeiras 24 horas de vida das rainhas
virgens a fim de aumentar a probabilidade de aceite e possibilidade de oviposigao.

Independentemente do tratamento, as rainhas que nao foram aceitas (22), morreram em
média trés dias apos serem introduzidas nas colonias. A morte das rainhas apos a introducao
pode ser causada por problemas na produ¢do, manejo e baixa sintese do feromoénio (COBEY,
2007). Apesar da alta mortalidade, o trabalho aqui apresentado (Tabela 2) corrobora com os
resultados obtidos por Cobey (2007), quanto ao fato de que o CO» tem efeito positivo no inicio
da oviposicao de rainhas. Entre as rainhas aceitas com dioxido de carbono (4), duas rainhas
(50%) ovipositaram zangdes, e as outras duas sobreviveram na colonia por 14 dias, mas ndo
iniciaram a oviposicao.

O objetivo de um protocolo experimental padronizado se mostra de grande importancia,
no entanto, os resultados obtidos no presente trabalho indicam que o protocolo precisa ser

aprimorado, e posteriormente utilizado para a producdo de zangdes de forma controlada em
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programas de melhoramento genético para incremento da produgdo, para a conservagdo da

espécie entre outras atividades.
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6 CONCLUSAO

O didxido de carbono ndo tem efeito sobre a aceitacao de rainhas pelas coldnias, e parece
influenciar positivamente na oviposi¢ao de ovos que deram origem a machos, pelas rainhas
virgens. No entanto, para que um protocolo seja estabelecido, adequag¢des na idade de
introducdo das rainhas nas colonias poderia aumentar a probabilidade de aceitagdo e

consequente oviposi¢ao.
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