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Resumo

DUARTE, R.S. Aspectos da biologia destinados a criacao de Tetragona clavipes
(Fabricius, 1804) (Apidae, Meliponini), 2012 82f. Dissertagdo (Mestrado em
Entomologia) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2012.

As abelhas sem ferrdo eram criadas pelos Maias e indigenas da América do Sul. Desde
entdo as técnicas evoluiram, surgindo varios modelos de caixas. No entanto alguns, na
colheita, contaminam o mel e submergem os ovos no alimento larval. Na Amazonia
surgiu um modelo mais vantajoso, utilizado por meliponicultores e pesquisadores. Das
mais de 220 espécies de abelhas sem ferrdo nativas do Brasil, criar um s6 modelo de
caixa para todas nao tem logica. Tetragona clavipes, conhecida como bora, derivado de
"hebora", que significa "o que ha de ter (mel)", reserva grande quantidade de alimento,
interessante para produgdo de mel. Portanto, pretendeu-se conhecer a arquitetura do
ninho, o potencial de producdo de mel, a preferéncia polinica e as propriedades
antimicrobianas do mel e da prépolis. O estudo foi realizado em Ribeirdo Perto/SP, em
vegetacdo urbana. Foram transferidas 18 colonias, a maioria de dentro de troncos. Nove
sucumbiram, devido principalmente aos forideos (Diptera, Phoridae). O volume médio
dos ninhos de 10 coldnias foi de 3994,8 cm? e os favos de cria, de formato espiral, um
diametro médio de 13,9 cm. De uma colonia foram calculadas as médias do peso da
rainha (101,4 mg), largura dos favos de cria (11,1 cm), largura (5,98 mm) e altura (3,11
mm) das células de cria e células reais (8,5 mm; 6,1 mm, respectivamente), o numero de
células de cria por area de favo (10,9/cm?), altura dos pilares entre os favos (3,7 mm),
altura e largura dos potes de mel (3,5 cm; 2,38 cm, respectivamente) e de podlen (3,71
cm; 2,33 cm, respectivamente), e volume de mel (6,55 ml) e peso do polen (6,09 g)
dentro de potes fechados. Um equipamento de ultrassom auxiliou a identificacdo de
estruturas de ninhos dentro de troncos, porém nem todas. De oito enxames foram
monitoradas as area de ocupagdao em caixa ¢ o peso. Cinco morreram e o restante nao
cresceu, provavelmente devido ao frio. Nao foi quantificada a producdo de mel. De
outra colonia foram coletadas abelhas regressantes com poélen, entre agosto de 2010 e
julho de 2011. Foram identificados 45 tipos polinicos pertencentes a 17 familias, além
de sete nao identificaveis. A familia com mais tipos foi a Fabaceae e o coletado por
maior periodo o tipo Amaranthus, género de uma planta comercial. Foram poucas
plantas de relevancia econdmica, incluindo o tipo Citrus, entretanto, considerou-se
possibilidades na polinizagdo. Foram avaliadas as atividades antimicrobianas do mel e
propolis frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa, Paenibacillus larvae, Escherichia coli e Candida albicans. O mel nao foi
ativo contra E. coli. A propolis teve leve atividade contra S. aureus e S. epidermidis.
Manejar e criar esta espécie de abelha requer cuidados. E necessario um modelo de
caixa, que atenda as suas exigéncias. A diversidade polinica serviu para conhecer parte
do recurso alimentar, e ndo, necessariamente, o potencial polinizador. O mel apresentou
relevancia na medicina e apicultura, mas a propolis teve atividade singela. Destacando o
mel como alternativa contra micro-organismos resistentes.

Palavras-chave: Tetragona clavipes. Arquitetura de ninho. Palinologia. Atividade
antimicrobiana de mel



Abstract

DUARTE, R.S. Biological aspects intended for beekeeping of Tetragona clavipes
(Fabricius, 1804) (Apidae, Meliponini), 2012 82f. Dissertagdo (Mestrado em
Entomologia) - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2012.

The Mayas and the Indians of South America reared the stingless bees. Since then
techniques have evolved, arising several hive models. However, in these, when
harvesting, the honey is contaminated, and the eggs are submerged in larval food. In the
Amazon, beekeepers and researchers use a more advantageous hive. With more than
220 species of stingless bees native in Brazil, creating a single hive model for all is not
logical. Tetragona clavipes, known as “bora”, which comes from “hebora”, that means
‘the one that has honey', stores lots of food, interesting aspect for honey production.
Therefore, we sought the knowledge about the nest architecture, the potential for honey
production, pollen preference and the antimicrobial properties of honey and propolis.
The study was conducted in Ribeirdo Preto/SP in urban vegetation. Eighteen colonies
were transferred, mostly from tree trunks. Nine died mainly due to phorid flies (Diptera,
Phoridae). The average volume of the nest of 10 colonies was 3994.8 cm?® and combs,
all with spiral format, had an average diameter of 13.9 cm. From one colony means
were calculated such as, the weight of the queen (101.4 mg), width of the combs (11.1
cm), width (5.98 mm) and height (3.11 mm) of brood cells and royal cells (8.5 mm, 6.1
mm, respectively), the number of cells per area of comb (10.9/cm?), height of the pillars
between the combs (3.7 mm), height and width of honey pots (3.5 cm and 2.38 cm,
respectively) and pollen (3.71 cm and 2.33 cm, respectively) and the volume of honey
(6.55 ml) and weight pollen (6.09 g) in closed pots. An ultrasonic apparatus assisted
identification of structures of nests within trunks, but not all. Eight colonies were
monitored the occupation inside the hives and the weight. Five died and the rest did not
grow, probably due to the cold. The honey production was not quantified. From another
colony were collected returning bees with pollen, between August 2010 and July 2011.
Forty-five pollen types belonging to 17 families were identified, and seven were not
possible to identify. The family Fabaceae had more types and the one collected for a
longer period was type Amaranthus, genus of a commercial plant. Few plants of
economic importance appered, including the type Citrus, however it was considered a
few possibilities for pollination. The antimicrobial activity of honey, and propolis
against Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Paenibacillus larvae, Escherichia coli, and Candida albicans was evaluated. Honey
was not active against E. coli. Propolis has mild antibacterial activity against S. aureus
and S. epidermidis. Rearing this bee specie requires care. A hive model that meets its
requirements is necessary. The pollen diversity served to know part of the food
resource, and not necessarily the potential as a pollinator. Honey demonstrated its
relevance in medicine and beekeeping, but propolis not as well. Highlighting, the honey
seems to be an alternative against resistant micro-organisms.

Key words: Tetragona clavipes. Nest Architecture. Palynology. Honey antimicrobial
ativity.



Lista de Ilustracoes

Figura 1 — Operaria de Tetragona clavipes levantando voo. (Foto: Raoni Duarte)... 18

Figura 2 — Abertura de tronco com auxilio de motosserra, para transferir uma

colonia. (Foto: Raoni DUAIe).........ccccuiiiiiiiiiiiieciiieeeeee e 28
Figura 3 - Alcas de cria da caixa modelo..........coceevieiiiniiniiiiniieceeeeeee e 29
Figura 4 — Alca de melgueira da caixa modelo...........oceevvieiieniiiiiienieeieeeeeieeine 29
Figura 5 — Modelo da caixa coOmpleto.........cccevierieriiniieniieienieeiesceeeeeeesie e 30
Figura 6 — Rainha fisiogastrica de T. clavipes.(Foto: Raoni Duarte)................c....... 33

Figura 7 — Favos de cria com duas células reais na periferia; a da esquerda ¢ mais
velha, construida junto aos outros favos que ja nasceram, e a da direita mais nova,
construida junto a estes favos. (Foto: Raoni Duarte)...........ccceevveeviiieniieiieniienieeee. 33

Figura 8 — Pilares entre os favos de cria. (Foto: Raoni Duarte)...........ccccceeveennennnen. 34

Figura 9 — Potes de mel de Tetragona clavipes em uma melgueira. (Foto: Raoni

D13 () SRR 34
Figura 10 — Potes de polen de Tetragona clavipes proximos aos favos de cria.
(Foto: Raoni DUATTE)........eeiiiiiiiiieeieee e 34
Figura 11 — Vista superior de favos de cria de Tetragona clavipes mostrando o
formato espiral. (Foto: Raoni DUarte)...........cceeeeviieniieniieniieiecciceieeeee e 35
Figura 12 — Malha de difra¢do, com os pontos usado pelo ultrassom..................... 37

Figura 13 — Foto da se¢@o de uma alc¢a de cria de um enxame, mostrando os discos
de cria (a) e a imagem elaborada a partir dos dados obtidos do ultrassom na
mesma se¢do(b). (Foto: Raoni Duarte, Desenho: Equipe da Dr® Raquel
GONGAIVES ). vieeiiie ettt ettt e et e st e e taeeesteeesbeeessaaesssaeennseeenssaeensseennsees 38

Figura 14 — Foto das se¢des do tronco e ao lado a imagem elaborada a partir dos
dados obtidos do ultrassom nas mesmas segdes. (Fotos: Raoni Duarte, Desenhos:
Equipe da Dr* Raquel GONGAIVES)........c.coviveuieriieeeeeeeieeeeeeeeeeeeeee e 38

Figura 15 — Régua quadrada para enquadrar a visdo superior das algas das
coldnias avaliadas no Cerrado (Foto: Raoni Duarte).........cccceevveeviiiiieniinieenienee, 39

Figura 16 — Caixa de isopor envolvendo a colméia da colonia 4131, dezembro de
2011. (Fotos: Raoni DUAITE)........ccccuieiiiiiiieiieie et 40

Figura 17- Evolu¢do das estruturas internas do ninho e das melgueiras da colonia
4124 em Luis Antonio/SP, Reserva Jatai, de agosto de 2011 a julho de 2012.
(Fotos: RA0NT DUATLE).......ccciiiiiiieeiieeiee ettt e e e e 43



Figura 18 - Evolucao das estruturas internas do ninho e das melgueiras da colonia
4125 em Luis Antonio/SP, Reserva Jatai, de agosto de 2011 a julho de 2012.
(Fotos: RAONT DUATLE)......cccciiieiiieeiiieeiieeeeeee e e

Figura 19 - Evolucao das estruturas internas do ninho e das melgueiras da colonia
4131 em Luis Antonio/SP, Reserva Jatai, de agosto de 2011 a julho de 2012.
(FOtos: RAONT DUAITE)......cciieiiiiiieiiecieeieeeee ettt et eibe e ennes

Figura 20 — Favo de cria de Scaptotrigona sp. Em Luis Antonio/SP, mesmo
modelo de caixa usado para Tetragona clavipes. (Foto: Raoni Duarte)....................

Figura 21 — Transferéncia de uma colonia mostrando a espessura da madeira do
tronco escolhido.(Foto: Raoni Duarte)............cceeeeviieeiiieciececiieceie e

Figura 22 - Graos de polen coletados por Tetragona clavipes entre agosto de 2010
ajulho de 2011, pAZINA O1.....cociiiiiiieeiee e e e

Figura 23 - Graos de polen coletados por Tetragona clavipes entre agosto de 2010
ajulho de 2011, PAGINA 02......ccuiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeee e

Figura 24 - Graos de polen coletados por Tetragona clavipes entre agosto de 2010
ajulho de 2011, pAgINA 03......ccviiiiiieiee e e eenaee s

Figura 25 — T. clavipes coletando polen na flor de um limoeiro (Citrus sp.) (Foto:
RAONT DUITE)....eieeieie ettt et

Figura 26 - Halo inibi¢do em placa inoculada com S. epidermidis. 5 = EA70; 6 =
EAA; 7=B-EA70; 8 = B-EAA; 9 = mel; C = controle (cloranfenicol)..................

Figura 27 — Colonias de Candida albicans formadas no ensaio de incorporagao
com a amostra EAA (esq) e o controle com crescimento livre (dir)............c...........

Grafico 1 — Temperaturas maximas ¢ minimas em Luis Antonio/SP entre os dias
08 de julho de 2011 e 18 de agosto de 201 1.....c.ceeuiieiieiiiiiieieeeeeee e

Grafico 2 — Temperaturas de dentro e fora da caixa de isopor envolvendo a colonia
4131 de Tetragona clavipes em Luis ANtonio/SP..........ccccoeviveviiiiniiiiiieciee e,

Grafico 3 — Evolugdo do peso de trés colméias com colonias de Tetragona
clavipes na Reserva Jatai, Luis Antonio/SP, de agosto de 2011 a julho de 2012......

44

45

46

48

57

58

59

60

75

76

41

42



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Caracteristicas de um ninho de Tetragona clavipes habitando uma
caixa nao padronizada, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo............cccocevrnnennnen.

Tabela 2 - Tipos polinicos coletados das cargas corbiculares de campeiras
regressantes de uma coldnia de Tetragona clavipes entre os meses de
agosto de 2010 e julho de 201 1.....ooooiieeiiieeieeeeeee e

Tabela 3 - Média do didmetro dos halos de inibigdo (mm) de amostras de
propolis e mel de Tetragona clavipes...............coeeeceeevenceeeceeneeaneennen.

Tabela 4 - Concentracdo Inibitéoria Minima (CIM) dos micro-organismos
testados com uma amostra de mel de Tetragona clavipes....................

Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas do mel de Tetragona clavipes...........

Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimicas de méis de abelhas sem ferrdao obtido
de regides diferentes do Brasil e outros paises da
ATNETICA. ..ttt ettt ettt as

35

55

76

77

77



SUMARIO

Introduc@o Geral.....................ocooooiiiieeeeeeeeeeeeee e, 13
1 Capitulo 1 - Arquitetura de Ninhos ... 25
Lo T INEPOAUGAO ..ot e et e eeab e e e e areeeeas 25
1. 2 Conhecimento Empirico de Meliponicultores sobre Tetragona clavipes...... 25
1. 3 Transferéncia e Aquisicao dos Ninhos................cocccoeviiiiiiiiiiniiiieeee, 28
1. 3.1 MateriaiS € MEtOOS. ..........ooovvvviiiiiiiiiiiieeeeeee e 28
1.3.1. 1 Modelo de caiXa USAO0...............cooevuviriieiiiiieieee e 29
1. 3. 2 RESUIEAOS. ......ooeeeeeieeiiiieeeeeetet e eaeaneeeeeaneennnnenenees 30
1. 3. 2. 1 Plano de manejo de transferéncia ....................cccoeevieiiiniieiienieiies 30
1. 3. 3 DIESCUSSAD. .....eueeeeieeeiieieiiieeeteeetatataeaeeeeeeeaeseeesaaeseaeaeeeaeaeaeeeseseeeeeesesesesesesesnsesesnnnes 32
1. 4 Medidas dos Ninhos Transferidos....................cccoeeviiiiiiiiiiiiniiiieeeeeee, 32
1. 4.1 Materiais € MEtOOS...........coovvviviiiiiiiiieeeeeee e 32
1.4, 2 ReSUIEAUOS. .....ooeeeeieeieeieeeeeeeeeeeeeeee e e 34
B BN D ) Y41 CL > 11 TR PPNt 35
1. 5 Medidas por UIrassom............c.coooiiiiiiiiiiiiieiieeeiieeeeeesee et 36
1. 5.1 Materiais € MELOOS. ..........ooovvvviiiiiiiiieeeeeeee e 36
1.5, 2 ReSUIEAAOS. ......oeeeeiiieeieeeeeeeee e e 37
1. 5. 3 DESCUSSAD. .. .uuuueeeieieiiiiiiitiietettttttttesataeataeaeaesaaeseaeaeaessasassssesesssesssssssssssssssessssnenes 39
1. 6 Desenvolvimento das colonias no Cerrado......................ccoooeeeeviniieeeinnneeenne. 39
1. 6. 1 Materiais € MELOOS...........coovvvveiiiiiiiiecieeeeee e e 39
1. 6.2 RESUIEAOS. .......ooeeeeeeeiieieieeeee ettt aesaeaeeeaeenesenees 41
1. 0. 3 DESCUSSAOD......uvvveieiiieieieeiiieee ettt eeee et e e e e e e eeeeeeeeeesaarreeeeeeeeens 46
1.7 ConCIUSAOD ..o 49
1. 8 Referéncias Bibliograficas ...............c.cccooiiiiiiiiiiiiiiiccee e 49
2 Capitulo 2 - Fontes de Polen Coletadas por Tetragona clavipes...... 52
2. T INEFOAUGRAO. ......vviiiiiiiieeiieee e e e e e et e e e e e e e e eaarbanaeeeaeeeas 52
2.2 MateriaiS € IMELOUOS. ............ooeiiiiiiiiiiieeeee et 53
2.3ReSUItAdOS. ... 54
2. A DESCUSSAO......eeiiiiiiiiiiieeeee et eeeee e e e e e ettt eeeeeeeees it reeeeeeeeeenarareeeas 60
2. S COMCIUSAD.........ueeeeeieieieieieeeeee et aaetaeaaaaaesesaassesssssssesssssssssssssssssnsnnnnnes 63
2. 6 Referéncias Bibliograficas..................cccoooiiiiiiiiniiiiice e 64

3 Capitulo 3 - Atividade Antimicrobiana do Mel, da Propolis e
Caracteristicas Fisico-Quimicas do Mel da abelha Tetragona

CLAVIPES ... 70
3o T INEFOAUGRAO..........oiiiieiiiie et e e e e e e e saae e e e s abaaeessnnneeeeennns 70
3.2 MateriaiS € IMELOUOS. .......cooeeeeeeeeeee e e e e 72
3.2.1 Atividade AntiMICTODIANA. ........ooiiiieiie e 73
3.2.1. 1 EnSaio DiSCO-DIUSAO. ......ccovmmmemeeeeeeeeeeeeeeee e 73

3.2.1. 2 Ensaio INCOrPOraca0........c..cocvviiiiiiiiiiiiiiciceececce e 73
3. 2. 1. 3 Ensaio Concentracao Inibitéria Minima (CIM) .....................cceoeee. 74
3. 2. 2 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Mel......................cccoeeiiiiiiiiiniieicieen, 74
Bo3 RESUIAOS.........ooeiiiee e s 74
3. 3.1 Atividade Antimicrobiana.................ccoccviiieiiiiiiini e 74



3.3.1.1 Ensaio Disco Difusfo.............cc.ccoooiiiiiiiiiiicce e 75
3.3.1.2 Ensaio INCOrpPoracao............ccceeveviiiiieiiiiiiee ettt 76
3.3.1.3 Ensaio CIM.........oooiiiiiiiiiic ettt e e e e e e e 77
3. 3. 2 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Mel.....................coovvvviiiiiiiiiiiiinnnnn. 77
R B D ) L0 1 LY T TSP UP 77
3. 4.1 Atividade Antimicrobiana..........................coooiiiiiiiii e, 77
3. 4. 1 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Mel .....................c.coeoviiniiiiniieeciene, 79
e S CONCIUSAO.......c.eviiiiiiiieeeeee e et eea e e e aae e e e e e e e e anas 80
3. 6 Referéncias Bibliograficas.................ccccoooiiiiiiiiiiicc e 80

4 CoNCIUSAO GOTAL.........oo e 83



13

Introducao Geral

As Abelhas e o Homem

As abelhas existem ha mais de 120 milhdes de anos. No periodo paleolitico a evolugdo
ecoldgica de certas espécies de abelhas ja havia alcangado certo nivel, onde a organizagdo e
hierarquia social estavam bem estabelecidas, muito similares ao que ocorre atualmente. O homem
primitivo deste periodo ja utilizava o mel das abelhas na sua alimentagdo, porém sem qualquer
forma sustentavel de manejo de coleta, destruindo muitas vezes os ninhos, deixando as colonias
fragilizadas, a mercé dos ataques de outros predadores naturais (CRANE, 1999).

De acordo com pesquisas historicas e antropologicas, no periodo neolitico, por volta dos
anos 5000 e 2500 AC, o homem comecou a trabalhar a pedra, fabricando ferramentas rusticas,
onde ele também iniciou um convivio mais racional com as abelhas. Sendo assim comegou a
construir abrigos simples que pudessem abrigar os enxames e colher o mel sem ter que procura-lo
na natureza. Breve tempo depois no Egito e Grécia as técnicas rudimentares de criacdo foram
sendo mais aperfeicoadas, dando base para as subseqiientes melhorias das técnicas chegando até
o inicio do século XVII. Entdo apicultores como o monge Lorenzo Lorraine Langstroth
contribuiram para o estabelecimento moderno do que ¢ usado como técnica atualmente pela
apicultura, ou seja, criagdo de abelhas do género Apis Linnaeus, 1758 (CRANE, 1999).

Paralelamente, nas Américas, outras espécies sociais de abelhas foram sendo conhecidas
pelos povos indigenas que ali conviviam. Similarmente, a predacdo das colonias também foi
pratica utilizada, e posteriormente a criagdo rustica foi aos poucos criando espago entre estes
povos. Porém, a grande diferenca neste continente foram as espécies de abelhas sociais, as quais
evoluiram e ali se encontram até hoje, as abelhas sociais sem ferrdo, ou meliponineos (Apidae,
Meliponini). Por serem abelhas mais doceis e possuirem ferrdo ndo funcional, manejar enxames
destas espécies ¢ mais facil e nada perigoso quando comparado com as abelhas Apis, as quais
podem matar animais e humanos que estejam no momento indefeso e despreparado (SILVA;
GIL-SANTANA, 2004).

Na América Central a civilizagdo Maia considerava as abelhas como divindades de
primeiro plano. Crendo eles que “os Deuses precisam das atividades das abelhas para criar vida”,
ofertando assim mel e cera na forma de velas queimadas. E “os Deuses por sua vez cuidavam das

colméias como sinal de reconhecimento das normas de boa conduta, recompensando assim o0s
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Homens com a fertilidade da terra e das suas culturas”. De acordo com os desenhos contidos nos
Cddices Maias, os ninhos das abelhas eram colocados dentro de recipientes destinados a sua
criacdo, aparentemente feitos de ceramica ou de troncos fechados com barro, os quais permitiam
a multiplicagdo das colonias e também podiam aumentar o espaco interno com uma melgueira,
chamado de melario, por onde colhiam o mel (CAPPAS-E-SOUZA, 1995).

Apesar do desaparecimento desta civilizagdo, parte de seus descendentes da peninsula de
Yucatan, no México, ainda criam estas abelhas, mas de forma bem rustica, usando os proprios
troncos, também chamados de cortigos, e caixas de madeira simples. Talvez devido ao
desaparecimento drastico da civilizagdo, parte das técnicas e conhecimentos foi perdido e seus
descendentes ndo deram sequéncia as técnicas desenvolvidas até entdo. Atualmente os criadores
de abelhas sem ferrdo desta regido estdo em perigo de extingdo devido a varios fatores
ambientais, sociais e econdmicos. Porém esfor¢os de pesquisadores t€ém sido investidos na regiao
para que tal evento drastico nao ocorra (BUCHMANN, 2006).

Na América do Sul, os povos indigenas adquiriram grande conhecimento da biologia das
abelhas sem ferrdo. Conhecimento que nos dias atuais a ciéncia moderna possa ainda ndo ter
alcancado. Eles deram nomes e qualidades para as varias espécies de interesse direto e indireto,
assim como para as varias estruturas bioldgicas internas dos ninhos. As abelhas forneciam e ainda
fornecem, matéria prima para fabricacdo de flechas (STEARMAN et al, 2008), e alimentos como
mel e pdlen, além da propolis como remédio (SILVA; GIL-SANTANA, 2004).

As técnicas de manejo indigenas evoluiram ao ponto dos enxames serem mantidos nos
locais de nidificagdo natural, porém a retirada de seus produtos ¢ feita de forma racional, tendo a
preocupagdo em manter a colonia viva, para posteriormente obter mais recursos dela. Isto tem
sido relatado em algumas das tribos de indios brasileiros, como os Guarani (RODRIGUES,
2005), os Pankararé¢ (CASTRO; MODERCIN; BANDEIRA, 2006), os Kayapo (CAMARGO;
POSEY, 1990) e os Enawene-Nawe (SANTOS; ANTONINI, 2008), dando a entender que esta
evolugdo das técnicas de manejo foram genéricas para as populacdes que viviam e ainda vivem
no territdrio onde hoje € o Brasil.

Esta continua¢do no aprimoramento das técnicas de manejo, tal como a construgao de
caixas elaboradas e bem mais racionais, para uma maior produtividade por coldnia,
provavelmente ndo tenha ocorrido, pois o nivel de necessidade dessas sociedades indigenas nao

foi tdo grande.
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Criacdo Moderna de Abelhas

O aumento global da populacdo humana, o frenético desmatamento e o perigo da falta de
polinizadores naturais, causaram uma demanda pelo aprimoramento das técnicas na criagao de
abelhas. A manutencdo e preservacdo das abelhas nativas sdo importantes e essenciais para a
reprodugdo das plantas autdctones, assim como as culturas agricolas de importancia economica
(DUARTE, 2006). Também pela necessidade de criar op¢des e maneiras sustentaveis e atrativas e
de manter o agricultor no campo, produzindo alimento de forma digna, auxiliando o incremento
de sua renda (CAVALCANTE; MATOS; PINHEIRO, 2009).

Muitos esforcos t€ém sido efetuados para o aprimoramento das técnicas de criagdo das
abelhas sem ferrdo, nativas do continente americano (NOGUEIRA-NETO, 1953). Varios
modelos de caixas racionais foram surgindo como os Modelos PNN de 1970, o Kerr, Capel, Isis,
Maria e o Baiano, cada um com uma peculiaridade e explicacdo de como eles podem ser um
sucesso.

No entanto, sdo poucos os que conseguem simplificar e padronizar essa enorme
quantidade de idéias, dando uma real solucdo para a criacdo racional destas espécies. O
pesquisador Paulo Nogueira-Neto (1997) desenvolveu um modelo de caixa racional, similar a
outra ja desenvolvida por ele, com o diferencial de, a principio, ter a versatilidade de servir para
varias espécies, através de aumento ou diminui¢ao do tamanho, com algas moéveis. Este modelo ¢
mais destinado para criacdo de lazer, onde ndo se tem a preocupagdo de obter maior
produtividade, pois tem como desvantagem de sempre expor o ninho a luz e a temperatura
ambiente quando a caixa ¢ aberta, assim como para colher mel dos médulos inferiores.

Alguns meliponicultores do norte e nordeste do Brasil colocam suas abelhas em caixas
compridas e horizontais, tendo uma area de ninho e outra para os potes, separadas por uma
pequena tabua, a qual deixa espago para que as abelhas tenham acesso aos dois lados. O mel ¢
colhido com a destruicao dos potes, que se acumula na melgueira e escorre por uma abertura no
lado oposto da caixa. Este manejo inevitavelmente contamina o mel com sujeiras do interior da
colméia, provocando uma fermentagdo indesejada. Esta técnica também tem outro aspecto
prejudicial, pois quando se vira a caixa inteira a favor do escorrimento do mel, os ovos que a
rainha recentemente depositou no ninho, tombam e morrem submergidos no alimento larval, nao

dando origem as larvas e posteriormente abelhas adultas.
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Na Amazonia, Oliveira e Kerr (2000) propuseram um modelo vertical de unidades de
secdo quadrada, sobrepostas, com a regido das crias na base e os potes de alimento dispostos em
bandejas localizadas na parte superior da colmeia. Este modelo ¢ muito parecido com a logica do
modelo de Portugal-Araujo, de 1955, proposto para algumas espécies de meliponineos angolanos.
A principal contribuicdo do modelo Oliveira-Kerr, consiste na divisdo da area destinada aos favos
de cria, facilitando o desmembramento da colonia e conseqiiente aumento do nimero de colonias
no meliponario. Desde entdo, este modelo de caixa vem sendo utilizado por diversos
meliponicultores, grupos de pesquisa e projetos de desenvolvimento regional, adicionando uma
ou outra modificacdo, como por exemplo, os orificios de ventilagdo, tubo de entrada, lixeiras,
varetas de separacao e apoio (VENTURIERI, 2006).

No Brasil existe mais de 220 espécies de abelhas sem ferrdo nativas, cada uma com uma
peculiaridade biologica e ecologica. Portanto, criar um modelo de caixa racional a qual se
encaixa com todas as espécies € aparentemente bem dificil e sem muita l6gica. Cada espécie tem
suas necessidades genéticas de tamanho de ninho e capacidade de armazenamento de alimento,
assim como tamanho de potes, orificio e tubo de entrada, necessidade de conforto térmico. Assim
espécies distintas se comportam diferentemente e necessitam de um manejo especifico para a sua

criacdo racional (CAMARGO; PEDRO, 2012).

Potencial das Espécies

Uma das dificuldades de propagar de forma concreta e enraizada a meliponicultura, ou
seja, a criacdo de abelhas sem ferrdo, perante os agricultores e publico em geral, ¢ a sua baixa
producdo de mel e demais produtos, quando comparados com as abelhas europeias e
africanizadas Apis mellifera. No entanto, a baixa producdo de mel ¢ recompensada pelas suas
atividades bacteriostaticas, antibidticas, proteoliticas, bem superiores ao mel das abelhas do
género Apis (VIT; MEDINA; ENRIQUEZ, 2004), podendo atingir um valor econdmico muito
maior no mercado.

Dentre as varias espécies nativas do Brasil se pode destacar algumas, onde ha grande
interesse na criagdo, devido as suas caracteristicas bioldgicas particulares, sendo elas:

a) Jatai - Popular, delicada e de cor dourada, mede aproximadamente 5 mm, sua

populagdo varia entre algumas centenas e 5 mil individuos, Tetragonisca angustula Latreille e ¢
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uma das espécies que mais se adaptou a ambientes urbanizados. Produz mel de excelente
qualidade, um dos mais higiénicos e apreciados, podendo até ser usado em afecgdes respiratorias,
ou visuais como a catarata (VIT et al, 2004). Sua criagdo nao ¢ complicada e em algumas regides
¢ bem abundante tornado-se a espécie de facil acesso e obten¢@o de enxames, principalmente por
meio de caixas iscas (GODOI, 1989).

b) Mandagaia - Sua combinacdo de cores das listras amarelas se destacando em sua cor
preta faz de Melipona quadrifasciata Lepeletier uma das mais bonitas entre os meliponineos.
Esta espécie se destacou muito perante criadores e pesquisadores, devido a sua falta de
agressividade e facilidade de manejo e multiplicagdo, além de mel com sabor agradavel e volume
de producdo de aproximadamente 1,5 a 2,0 litros por ano. Devido a facil multiplicagao,
rapidamente pode-se aumentar o nimero de enxames compensando sua criagdo comercial para
producao de mel (AIDAR, 1996).

c¢) Urugus do nordeste - Duas espécies se destacam para producdo de mel, a jandaira
(Melipona subnitida Ducke) e a urugu (Melipona scutellaris Latreille 1811). A jandaira ¢ mais
comum no interior, na caatinga, regido que apesar de seca e aparentemente sem muitos recursos,
tornou-se ultimamente um dos poélos em criacdo de abelhas e producdao de mel (CAMARA et al,
2004). A urugu mais comum no litoral pode produzir uma média anual de 5,0 litros por caixa
(ALVES et al, 2005).

d) Urugus do norte - Urugu-cinzenta, ou titiba, (Melipona fasciculata), urugu-amarela
(Melipona flavolineata), urugu-boi (Melipona fuliginosa Lepeletier, 1836), urugu boca-de-renda
(Melipona melanoventer) assim como outras espécies pertencentes ao género Melipona tém seu
sucesso garantido em diversas partes da Amazonia. S3o criadas ha tempos por agricultores
familiares devido ao seu sabor agradavel do mel e a sua facil criacdo nas proximidades das
moradias (VENTURIERI, 2006).

e) Tubuna - Espécies amazonicas e do sudeste, fazem de Scaptotrigona Moure, 1942 um
dos géneros onde as espécies sdo mais populosas e também agressivas. No interior do Para a
espécie Scaptotrigona nigrohirta  Moure, 1968 pode produzir até 12 litros por ano
(VENTURIERI; IMPERATRIZ-FONSECA, 2000). No sudeste tem a S. depilis, com potencial
no volume de produzir anualmente 3,6 litros de mel por enxame (YAMAMOTO; AKATSU;
SOARES, 2007).
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Tetragona

O género Tetragona (Lepeletier & Serville, 1828) compreende treze espécies sendo
nativas e distribuidas no continente americano desde o México até o Uruguai. Dentre elas oito
sdo distribuidas no Brasil: clavipes (Fabricius, 1804) [AC, AM, AP, BA, ES, GO, MA, MG, MS,
MT, PA, PI, PR, RJ, RS, SC, SP], dorsalis (Smith, 1854) [AM, AP, CE, MA, MT, PA, TO],
essequiboensis (Schwarz, 1940) [AM, RO], goettei (Friese, 1900) [AC, AM, MT, PA, RO],
handlirschii (Friese, 1900) [AM, AP, PA], kaieteurensis (Schwarz, 1938) [AM, PA],
quadrangula (Lepeletier, 1836) [GO, MA, MT, PA, SP, TO] e truncata Moure, 1971 [AM, GO,
MA, MT, PA, RO] (LAROCA, 1971; SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002; CAMARGO;
PEDRO, 2012).

A espécie Tetragona clavipes (Figura 1), também conhecida popularmente como bora,
derivado do termo "hebora", que no idioma tupi significa "o que ha de ter (mel)" (RODRIGUES,
2005), ¢ caracterizada por populacdo numerosa com agressividade acentuada na abertura do
ninho ou mesmo no passar a frente da entrada
(RODRIGUES et al, 2007). As operarias medem de
6 a 8 mm (CASTRO, 2012), e a populagdo pode
chegar a 10 mil, tendo como média 7 mil. Diferente
de T. dorsalis onde pode chegar a 75 mil , mas
tendo como média 10 mil (TOTH et al, 2004). Este
grande numero pode ser muito relevante no caso de
usar 7. clavipes para servi¢os de polinizac¢do, pois
utilizam para forragear plantas de interesse
econdmico como girassol (Helianthus annuus),
butia (Butia leiospatha), pequizeiro (Caryocar
brasiliense), murici (Byrsonima crassa) e algumas
plantas da familia Myrtaceae como o araga
(Psidium incanescens). (SOFIA, 1992; MATEUS,

1998; PEDRO, 1992; ALMEIDA-ANACLETO, Figura 1 — Operaria de Tetragona clavipes
2007). levantando vo6o. (Foto: Raoni Duarte)

Por ser considerada, juntamente com espécies do género Scaptotrigona, Melipona,

Cephalotrigona, ter um potencial de reservar grande quantidade de alimento no interior do ninho
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(CORTOPASSI-LAURINO et al, 20006), T. clavipes torna-se uma espécie de grande interesse
para producdo de mel. Os potes de alimentos podem ocupar um volume de aproximadamente 30
litros e sdo relativamente grandes, comparados com outros meliponineos, medindo por volta de
3,0 cm de altura, podendo chegar a 5,0 cm de altura (SAKAGAMI; ZUCCHI, 1967). Similar as
espécies T. truncata e T. dorsalis (LAROCA, 1971).

Apesar de ndo ser considerada tdo freqliente no estado de Sdo Paulo (NOGUEIRA-
NETO, 1997), foram encontrados 21 ninhos de 7. clavipes nas arvores do campus da USP de
Ribeirdo Preto. Seus ninhos sdo geralmente encontrados em ocos de arvores, numa altura média
de 3,63 m, mostrando apenas o tubo de entrada, o qual ndo ¢ feito de cera, e sim, de resina
endurecida com propolis (FREITAS, 2001). Dentro das cavidades seus favos de crias sdo
construidos de forma espiral e, em situagdes favoraveis a enxameacdo, constrdi células reais
apenas na periferia. Todo o ninho ¢ recoberto de camadas de cerume, chamado de involucro,
comum em boa parte das espécies de meliponineos. (SAKAGAMI; ZUCCHI, 1967;
MONTEIRO, 2001).

Justificativa

H4 uma pequena quantidade de conhecimentos sobre as caracteristicas bioldgicas do
género Tetragona na bibliografia, (BERTONI, 1912, LAROCA, 1971, NOGUEIRA-NETO,
1970, MONTEIRO, 2001, SAKAGAMI; ZUCCHI, 1967) e, do pouco que ¢ documentado, os
relatos convergem para o fato de esta espécie ter uma producao de mel grande comparada as
demais espécies de abelhas sem ferrdo. Até a origem do seu nome popular vem desse significado.
Apesar dessa quantidade atraente de produg@o de mel, ndo ha tantos meliponicultores criando
essa abelha pelo Brasil, por alguma razao nada muito aparente.

No contexto atual ha a preocupagdo de conservar os polinizadores nativos, devido ao seu
declinio causado pelo desmatamento acerbado e o aumento das areas de monocultura, impedindo
o alcance dos polinizadores no cultivo como um todo (KEVAN; IMPERATRIZ-FONSECA,
2002). A grande populacdo desta espécie, além de produzir mel, visita e, consequentemente,
poliniza muitas flores.

Os produtos oriundos de abelhas sdo usados com finalidades terapéuticas pelo homem ha

muito tempo. Atualmente tem se comprovado e mensurado essas atividades, principalmente do
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mel e da propolis, e as abelhas sem ferrdo t€ém se destacado neste panorama. A demanda por
produtos deste tipo ¢ iminente, principalmente devido ao aparecimento de micro-organismos cada
vez mais resistentes aos antibidticos utilizados. Entretanto, hd uma grande lacuna a preencher de

conhecimentos a esse respeito.

Objetivos Gerais

Produzir conhecimento a respeito da biologia da espécie de abelha sem ferrao Tetragona
clavipes, mensurando e observando aspectos biologicos particulares, com o fim de elaborar

planos para seu manejo e criagao sustentavel.

Objetivos Especificos

- Analisar a arquitetura do ninho, para que se tenha base para dimensionar um modelo de caixa
racional ideal.

- Descobrir o potencial de produgdo de mel da espécie, identificando as épocas de produgdo, e
assim elaborar um calendério de periodos onde ha acumulo de potes de mel.

- Conhecer a preferéncia polinica da espécie, para estimar locais aptos para a sua criagdo e
potenciais usos na polinizac¢do de culturas.

- Avaliar as propriedades antimicrobianas do mel e da propolis da espécie frente a micro-

organismos causadores de doencas em humanos e em abelhas.
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Capitulo 1

Arquitetura de Ninhos

1.1 Introducao

Conhecer a arquitetura do ninho de uma espécie de abelha ¢ importante e imprescindivel
para se elaborar um modelo de caixa que agregue caracteristicas que auxiliem na sua criacdo. As
experiéncias de Francis Huber e depois de Lorenzo Langstroth sdo exemplos claros disto, pois
deram passos muito importantes na evolugdo das colméias destinadas a criagdo de abelhas do
género Apis, resultando no atual padrao internacional.

Dentre as abelhas sem ferrao ndo ha um consenso sequer nacional dos modelos de caixas
disponiveis devido, principalmente, a grande diversidade de espécies. Portanto cada caso e
espécie devem ser pensados separadamente. O primeiro passo seria o de conhecer as
caracteristicas do ninho de cada espécie. Alguns trabalhos servem de exemplo neste sentido,
como Camargo (1970) que estudou a biologia de nidificacdio de algumas espécies de
meliponineos de Rondonia, Souza (2003) na Bahia estudou a arquitetura do ninho de Melipona
asilvai, Souza, Alves e Carvalho (2007) de Oxytrigona tataira, ¢ Camargo ¢ Pedro (2007) de
Trichotrigona extranea.

Por meio desse conhecimento se pode entdo testar alguns dimensionamentos de caixas
tentando simular os abrigos naturais que as abelhas escolheram conciliando com detalhes que
facilitem a criacdo racional permitindo a colheita de mel e as divisdes de colonias. Kerr, Petrere
Jr. e Diniz Filho (2001), por exemplo, com intuito de avaliar diferentes caixas, usaram cinco
modelos para estimar o tamanho ideal de colméias destinadas a criagdo da tiuba, Melipona
compressipes fasciculata, no Maranhdo. E neste sentido que o conhecimento sobre a arquitetura

dos ninhos tem objetivo a chegar.
1. 2 Conhecimento Empirico de Meliponicultores sobre Tetragona clavipes
Ap6s buscar informagdao sobre a espécie na literatura, pode-se concluir que o

conhecimento ¢ escasso. Procurou-se entdo meliponicultores que possuiam coldnias dessa abelha

e que pudessem tanto disponibilizar alguns enxames, quanto informar a respeito de suas



26

experiéncias e conhecimentos sobre a biologia e criacdo delas. Essa dificuldade de encontrar
bibliografia condisse com a dificuldade de encontrar meliponicultores que criam essas abelhas.
Hé um senso comum de que sua criacao ¢ muito dificil, pois € muito susceptivel ao ataque de
forideos (moscas ligeiras, geralmente do género Pseudohypocera (Diptera, Phoridae)) e o seu mel
nao ter uma aceitagdo muito boa. Um exemplo ¢ o meliponicultor Marco Pignatari de Franca/SP
que relatou sua dificuldade com a criagdo de bora. Dos poucos enxames que teve a sua disposi¢ao
perdeu alguns e ndo sabia bem por que e relata que nas suas tentativas de divisdo da colonia
ocorriam intensos ataques de forideos. Atualmente ele ndo se dedica tanto a criagdo desta espécie.

Dentre outros meliponicultores com os quais se conversou a respeito da bord, houve o
Engenheiro Agronomo Jalio César Faustini, da cidade de Icém/SP, o qual deixou por escrito com
detalhes varias curiosidades a respeito da sua experiéncia e conhecimento acumulado sobre
Tetragona clavipes. Iniciando pelas espécies de arvores as quais observou terem seus 0cCOS
ocupados por bord, podendo citar: Albizia hasslerii, Anadenanthera colubrina, Caryocar
brasiliense, Cedrela fissilis, Ficus guapoi, Handroanthus chrysotricha, Persea americana,
Poincianella pluviosa, Pterogyne nitens ¢ Qualea grandiflora. E a distancia mais proxima das
coldnias naturais umas das outras, ndo era menor que 80 metros.

Uma colonia transferida em julho de 1999 por Julio, de dentro de um oco de angico-
vermelho, ocupou 4,6 litros. Manteve uma colonia dentro de uma colméia modelo PNN por
varios anos e a perdeu por um ataque de formigas. Suas tentativas de divisdo do enxame nao
foram bem sucedidas, algumas sucumbindo em menos de um ano, apesar do cuidado em
alimentar e suprir com favos de cria nascentes e células reais. A sua teoria, a respeito do fracasso
com as divisdes, ¢ a de que a colonia filha mantinha um vinculo com a coldnia mae, mesmo apos
alguns meses. Fato esse que impedia a filha de prosperar, pois havia um dominio da mae, mesmo
estando as duas a mais de 20 metros uma da outra.

Julio reconhece a abundancia de produgdo de resina por esta abelha, sendo observado por
ele coleta em Machaerium villosum, Protium hepaphyllum, Pinus elliotti, Schefflera actinophylla,
Schinus terebenthifolia e Manihot esculenta. Ele observou também a tentativa de coleta de resina
nas colméias de outras espécies de abelhas como as dos géneros Scaptotrigona, Frieseomelitta e
Tetragonisca. Com a resina acumulada nas caixas, ele elaborou um extrato em solugdo alcodlica,
o qual foi usado puro, ou misturado na fabricagcdo artesanal de algumas pomadas, sabonetes e

compostos com mel. Esses seus produtos tiveram boa aceitagdo, efeitos terapéuticos e
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dermatologicos perante as pessoas que os usaram. Portanto na visdo dele uma investigagdo
cientifica a respeito dos reais efeitos na saude humana da propolis de bora deveria ser realizado.

Na cidade paulista de Pilar do Sul, préximo a Sorocaba, SP, outro meliponicultor
chamado Nilton Brisola cria algumas colonias de boras. O fato interessante que destacou sobre o
seu conhecimento a respeito da espécie ¢ sua maneira de dividir as colonias. Antes de realizar a
divisdo Nilton coloca as caixas novas, a serem povoadas com a coldnia filha, entre a tampa e a
ultima sobrecaixa da colméia da colonia mae, aumentando o espago interno disponivel para as
abelhas. Esse complemento novo ¢ todo incorporado com resina internamente. Nilton acredita
que ha uma maior aceitagdo da coldnia filha para com a caixa nova se este manejo ¢ realizado
antes de dividir a colonia mae, devido ao cheiro que ¢ estabelecido ap6s o acumulo da resina.

Wilson José Gussoni, de Catanduva/SP, cria esporadicamente bora e uma teoria sua ¢ de
que a divisdo deve ser feita e deixada no mato, na regido onde ela se encontra na natureza, até ela
se estabelecer bem, aproximadamente seis meses. Segundo ele, quando trouxe as divisdes novas,
antes desse periodo, para o seu meliponario, as abelhas morreram.

Ederson José Holdizs, meliponicultor experiente, reside em Curitiba, PR, mantém por
volta de duas mil coldnias de meliponineos nos arredores de Guaraquegaba, regido litoranea do
Parana, e também no interior do mesmo estado. Foi ele o meliponicultor que tinha maior
quantidade de enxames de bora, por volta de 50 colonias, do qual se pode adquirir trés para
realizar a pesquisa. Suas colméias sdo em geral providas de paredes espessas, por volta de 8 a 9
cm, muitas dessas paredes sdo ocas e recheadas com serragem grossa, para melhorar a
manutencdo da temperatura interna do ninho. Transfere as colonias dos troncos aos poucos,
cortando o tronco horizontalmente ao meio e colocando uma alga de cria entre as duas metades.
A colonia gradativamente vai ocupando a alga de cria com os favos de cria. Com o passar dos
meses ele vai adicionando outras alcas, até que o ninho esteja todo dentro apenas das algas de
cria, quando entdo descarta o tronco. Esse manejo de transferéncia ¢ vantajoso para evitar a
infestagdo de forideos, pois ha o aparecimento muito grande deles quando o ninho € exposto ao
ambiente. Suas colonias se desenvolvem melhor no interior do estado, onde a temperatura anual ¢
maior, comparado com o litoral. Todas s3o mantidas a uma distdncia minima de 200 metros umas
das outras, pois ele acredita que as campeiras de uma coldnia brigam com as de outra na flor, no

momento de coleta de recurso.
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Outro meliponicultor, Wanderley Fardin, de Porto Ferreira/SP, relatou que um enxame de
boréd ocupou o lugar onde antes havia um enxame de Scaptotrigona sp e acredita que o cheiro da

resina da extinta colonia possa ter exercido alguma atragao para a bora.

1.3 Transferéncia e Aquisicdo dos Ninhos

1.3.1 Materiais e Métodos

Para localizar ninhos disponiveis no campus da USP/RP para transferéncia, usou-se do
levantamento feito por Freitas (2001), além de caminhadas independentes com este proposito.
Para localizar meliponicultores que tinham disponiveis enxames para venda ou troca procurou-se
pelas redes sociais da internet e contatos individuais de apicultores e meliponicultores ja
conhecidos.

Foram transferidos 18 enxames de Tetragona clavipes para o modelo de caixa escolhido,
no periodo de margo de 2010 a maio de 2012. Dez enxames estavam dentro de troncos, um
dentro de uma chaminé, um em orificio da calcada de um prédio e seis em caixas de modelos
diferenciados. As seis col6nias em caixas foram provenientes de criadores de abelhas, trés
compradas do meliponicultor Ederson em Curitiba e as outras trés foram doadas por outros
meliponicultores.

Nos tipos diferentes de abrigos escolhidos pelos
enxames transferidos, para cada um precisou usar tipos
diferentes de ferramentas para ter acesso ao ninho. Os troncos
de madeira foram abertos com o auxilio de motosserra
(Figura 2), pé-de-cabra e cunhas. No enxame localizado em
uma chaminé abandonada, ferramentas de demolicdo
serviram para se ter acesso a colonia. Naqueles localizados
dentro das caixas usaram-se apenas 0s equipamentos comuns
entre criadores de abelhas, como formao, espatula e facas.

Para coletar as abelhas jovens que ndo voam usou-se um

sugador de abelhas elétrico ¢ um manual. O mel, o pdlen, a

Figura 2 — Abertura de tronco com

cera e a resina foram retirados e acondicionados em potes auxilio de motosserra, para transferir
uma colonia. (Foto: Raoni Duarte)
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plasticos e conservados em geladeira até o seu uso.

1.3.1.1 Modelo de caixa usado

O modelo de caixa utilizado seguiu o padrao vertical do modelo proposto e utilizado na
Amazobnia por espécies do género Melipona (VENTURIERI, 2006). Porém, difere em algumas
dimensdes internas e externas. Cada alca, ou também chamada de gaveta (NOGUEIRA-NETO,
1997), ¢ sobreposta uma acima das outras e t€ém seis cm de altura, as paredes com cinco cm de
espessura de madeira maciga, e espago interno em sec¢ao quadrada de quinze cm de lado (Figura
3). Nas alcas chamadas de melgueiras, que servem como depdsito de potes de alimento, ha na
parte interna um pequeno piso de apoio para os potes ocupando 1,5 cm da altura da alga na parte
inferior ¢ algumas varetas de contengdo dos potes ocupando 1,5 cm da altura na parte superior.
Restando apenas 3,0 cm de altura disponivel internamente para a construgao dos potes (Figura 4).
O tamanho da colonia ¢ o que demanda mais ou menos quantidade de algas a ser empilhada, para

poder abrigar toda a area de cria e os potes de alimento. (Figura 5).

Figura 4 — Alga de melgueira da caixa padrao utilizada.
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1.3.2 Resultados

Dos 18 enxames transferidos, apenas 9

sobreviveram at¢ o final da pesquisa. No dia da
transferéncia e nos dias que se sucederam, ocorreu o
aparecimento intenso de forideos que infestaram
rapidamente as  colonias com seus OvVos e,
conseqiientemente, suas larvas. Este ataque debilita muito
o enxame, que reduz drasticamente a populacdo e o
volume de favos de cria. Sem um numero suficiente de
operarias  ativas, facilmente o enxame morre,
principalmente pelo frio. Com o frio que ocorreu na noite
entre os dias 27-28 de junho de 2011, foram perdidos dois
enxames mais fracos, que amanheceram com todas as

abelhas mortas dentro da coloOnia.

Figura 5 — Modelo completo da
1.3.2.1 Plano de manejo de transferéncia caixa utilizada.

Associando as técnicas aprendidas com meliponicultores mais experientes na criagdao de
Tetragona clavipes e mais algumas idéias novas surgidas e bem sucedidas durante as
transferéncias, foi possivel elaborar um plano de manejo de transferéncia que pode ser util em
muitos casos.

Em uma época do ano onde ndo ha baixas temperaturas, em um dia quente, sem chuvas ou
ventos fortes e pela parte da manha, seguir os seguintes passos:

1 — Preparagdo das caixas: agregar a caixa nova a outro enxame ja estabelecido, ou o
proprio se possivel, de maneira que a caixa sirva como um complemento de espaco interno
disponivel para a colonia. Manejo ja citado anteriormente, feito pelo meliponicultor Nilton
Brisola para divisao de colonias, garantindo um pouco mais a aceitagdo das abelhas a caixa e
antecipando um trabalho que fariam. Reduzir a largura do orificio de entrada para que passe no
maximo duas abelhas de cada vez. Para isso pode-se usar uma pequena chapa de madeira

perfurada no tamanho desejado. Aderir essa chapa a entrada do enxame a transferir uma semana
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antes da transferéncia, assim elas elaborardo um ornamento de entrada, o qual facilita muito na
orientagdo para encontrarem mais rapido a entrada da caixa. A reducdo da entrada facilita o
combate das abelhas com os forideos, ao tentarem impedir que eles entrem demasiadamente.

2 — Transferéncia: transferir somente os favos de cria, para a caixa ja preparada, e coloca-
la no local de origem para receber as abelhas campeiras. O restante do material, tronco com potes
de mel, pdlen e a resina, deve ser levado para outro local distante para ndo atrair forideos para a
caixa, de preferéncia um ambiente fechado. Capturar as abelhas novas que se escondem entre os
vaos e nao voam, tomando o cuidado de ndo deixa-las amontoadas para nao morrerem. Devolvé-
las o mais rapido possivel ao ninho para auxiliarem na prote¢do ¢ manutencao do mesmo. Ter
cuidado com a rainha, se ela for avistada, e devolvé-la também. Deixar um pouco de xarope ou
pasta candi dentro da caixa para as abelhas nao morrerem de fome.

3 — Esperar a noite: Remover a caixa na mesma noite para outro local com algum tipo de
aquecimento artificial.

4 — Armadilha para forideos: No lugar da tampa da caixa, colocar uma al¢a armadilha
preparada com intuito de atrair e matar forideos. Consta de uma al¢a de cria com uma tela
metalica na parte inferior de malha suficiente que passe somente forideos. Internamente, as
laterais desta alca sdo forradas com uma fita adesiva dupla face, propria para capturar insetos.
Cobrindo a alga, uma tela eletrificada, mesmo sistema de raquetes chinesas de matar mosquitos, e
cobrir com um plastico transparente. Acima de tudo uma luz negra para atrair ainda mais os
forideos. Nos dias que sucedem a transferéncia, mais de uma vez por dia, dar algumas assopradas
para dentro da caixa, os forideos geralmente ficam agitados com o vento e tendem a procurar um
local para sairem e podem se direcionar a armadilha.

5 — Primeira revisdo: Apds dois dias da transferéncia, fazer uma revisao total da caixa,
para retirar larvas de forideos e limpar as fezes das abelhas acumuladas, que servem como foco
destas larvas, principalmente no fundo da caixa. Alimentar mais uma vez com xarope ou candi.
Manter a armadilha de forideo no maximo uma semana, caso tudo correr bem.

6 — Segunda revisdo: Apos uma semana, fazer outra revisdo para retirar possiveis pupas
de forideos. Com o ninho em ordem, pode-se colocar uma melgueira de outro enxame forte, ja
com potes de alimento fechados, polen e mel, para que se estabeleca mais rapido.

7 — Ninho estabelecido: alimentar regularmente, da maneira qual se maneja outras caixas

jé estabelecidas, usando os varios tipos de alimentos disponiveis como méis, xaropes € polens
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fermentados. E assim somente levar os enxames ao campo definitivo quando estiverem com boa
reserva de alimento e sem a presenga de forideos.

8 — Potes da transferéncia: todos os potes de cera, vazios ou com mel e pdlen, oriundos da
transferéncia podem ser organizados em uma melgueira vazia, e colocar esta melgueira em um

enxame mais antigo e forte. Os potes serdo trabalhados e aproveitado pelas abelhas.

1.3.3 Discussao

Apesar da dificuldade em conseguir um enxame se estabelecer apds a transferéncia,
principalmente devido os ataques ininterruptos dos forideos, muito foi aprendido. O desafio
estimulou a persisténcia em experimentar varias técnicas € manejos arranjados para que nao fosse
perdida a colonia. Apds alguns percal¢os e balancos foram surgindo idéias que deram certo e
formaram essa seqiiéncia de manejos indispensaveis para que se tenha sucesso na transferéncia

desta espécie de abelha.

1.4 Medidas dos Ninhos Transferidos

1.4.1 Materiais e Métodos

As colonias situavam-se dentro do campus da USP do municipio de Ribeirdo Preto, estado
de Sao Paulo. A vegetacdo natural da regido seria caracterizada como mata estacional semi-
decidual, porém, no campus a vegetagao ¢ de recomposi¢ao, mais caracterizada como vegetagao
urbana. Latitude 21°10” S e longitude 47°51° W e altitude 530m. O clima pela classificacao de
Koppen ¢ Aw, que se caracteriza com inverno seco e chuvas maximas no verdao (SETZER, 1966).

As colonias transferidas serviram de objeto de medidas de suas estruturas internas,
aproveitando o momento da transferéncia para isso. Mediu-se o volume ocupado pelos favos de
cria de 10 colonias. De apenas uma colonia mediu-se as caracteristicas internas do ninho, como
peso da rainha fisiogastrica (figura 6), largura dos favos de cria, largura e altura das células de
cria e células reais (figura 7), o nimero de células de cria por area de favo, altura dos pilares entre
os favos de cria (figura 8), altura e largura dos potes de mel (figura 9) e de pdlen (figura 10), e

volume de mel e peso do polen dentro de potes fechados.
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As medicdes dos caracteres menores
foram feitas com uso de um paquimetro
digital de 0,01 mm de precisdo. Para as
estruturas maiores utilizou-se uma régua de
0,1 cm de precisdo. A quantificagdo dos
volumes de méis foi feita com uma pipeta
graduada de 0,1 ml de precisdo e na pesagem
do pdlen utilizou-se uma balanga eletronica

com 0,001 g de precisao.

Figura 6 — Rainha fisiogéastrica de 7. clavipes.
(Foto: Raoni Duarte)

Figura 7 — Favos de cria com duas células reais na periferia; a da
esquerda ¢ mais velha, construida junto aos outros favos que ja
nasceram, ¢ a da direita mais nova, construida junto a estes favos.
(Foto: Raoni Duarte)
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Figura 8 — Pilares entre os favos de cria. (Fotd: Raoni Duarte)

.

by .

G
Figura 9 — Potes de mel de Tetragona clavipes em Figura 10 — Potes de polen de Tetragona clavipes proximos aos
uma melgueira. (Foto: Raoni Duarte) favos de cria. (Foto: Raoni Duarte)

1.4.2 Resultados

De todas as 10 colonias medidas o volume médio do conjunto dos favos de cria foi de
3994.8 cm?, tendo um maximo de 6420 cm?® € um minimo de 2637 cm?®. Os favos de cria eram
todos no formato espiral (Figura 11) e tinham um diametro médio de 13,9 cm com maximo de 18
cm e minimo 11,5 cm. De uma unica colonia, medidas mais precisas foram feitas das

caracteristicas internas do ninho e das estruturas da regido de reserva de alimento (Tabela 1).
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Figura 11 — Vista superior de favos de cria de Tetragona clavipes
mostrando o formato espiral. (Foto: Raoni Duarte)

Tabela 1 - Caracteristicas de um ninho de Tetragona clavipes habitando uma caixa nao
padronizada, Ribeirdo Preto, Sao Paulo.

Estruturas n° Média Desv. Padrao
Numero de favos de cria 12 - -
Favos de cria - didmetro (cm) 12 11,1 2,55
Pilares entre os favos - altura (mm) 5 3,7 1,04
Células de cria - altura (mm) 12 5,98 0,22
Células de cria - diametro (mm) 12 3,11 0,25
Numero de células de cria por cm? de favo 3 10,9 0,12
Células reais - altura (mm) 3 8,5 0,21
Células reais - didmetro (mm) 3 6,1 0,20
Peso Rainha Fisiogastrica (mg) 1 101,4 -
Potes de mel - altura (cm) 29 3,5 0,51
Potes de mel - diametro (cm) 29 2,38 0,31
Potes de mel - volume (ml) 29 6,55 1,84
Potes de polen - altura (cm) 17 3,71 0,48
Potes de polen - diametro (cm) 17 2,33 0,25
Potes de polen - peso da massa de potes fechados (g) 17 6,09 1,64

1.4.3 Discussao

As medidas dos ninhos servem de informagao valiosa para dimensionar um modelo de
caixa que apresente o maximo de caracteristicas importantes para as abelhas e para o

meliponicultor. O didmetro dos favos de cria, por exemplo, sdo parametros uteis para
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dimensionar a largura interna da caixa. A média de 13,9 cm ¢ bem adaptavel aos 15 cm do
modelo de caixa que foi utilizado. A altura dos potes de alimento, que foi de 3,5 cm naqueles de
mel e 3,71 nos de pdlen, ja pode ser considerada grande para a melgueira da caixa usada. Na
literatura foi encontrada uma altura entorno de 3 cm (MONTEIRO, 2001), podendo chegar a 5
cm (SAKAGAMI; ZUCCHI, 1967). Portanto uma melgueira com altura interna disponivel maior,
para a construcao dos potes, ¢ aconselhavel, talvez por voltade 4 a 5 cm.

Com relagdo a espessura das caixas, mais testes ¢ medidas devem ser feitas. Pela
observacao do desenvolvimento das colonias no cerrado (ver item 6 deste capitulo) uma
espessura diferenciada deve ser feita e testada. Como o modelo feito pelo meliponicultor
Ederson, que utiliza paredes duplas com serragem no meio, ou mesmo espessuras maiores de

madeira maciga.

1.5 Medidas por Ultrassom

Apesar de haver ninhos naturais dentro do campus de Ribeirdo Preto, nem todos estdo
nidificados em locais disponiveis para extracao e transferéncia para uma caixa padrao. Além do
pouco material, ao retirar os enxames de dentro dos troncos e transferi-los para caixa, algumas
estruturas internas dos ninhos sdo danificadas. Isto ¢ causado normalmente pela dificuldade em
precisar se a localizagdo correta do enxame dentro do tronco. Nao se sabe onde se encontra, qual
espago certo ¢ ocupado. Apenas observa-se externamente o orificio de ingresso, podendo ou nao
este apontar para o centro do ninho.

Em busca de meios para aprimorar a técnica de extragdo, minimizando os danos causados
pelo forte impacto da retirada, procurou-se por meio da literatura e busca na internet, algum tipo
de equipamento que se pudesse utilizar para saber o tamanho e a localizagdo mais precisa do
ninho dentro do tronco. Uma pesquisadora da Unicamp, a Profa. Dra. Raquel Gongalves, foi
localizada e constatei que ela utiliza em suas pesquisas um equipamento de ultrassom para
detectar ocos dentro de arvores (VASQUES; GONCALVES; SECCO, 2010) bem como as

propriedades elésticas da madeira de arvores vivas (comunicagdo pessoal).

1.5.1 Materiais e Métodos

Ela foi convidada e se prontificou a realizar alguns ensaios nas arvores, troncos e colmeias

no campus da USP/RP. As medigdes foram feitas com um aparelho de ultrassom desenvolvido
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para uso de sua propria equipe. Foi selecionando uma seccao horizontal de cada vez, do material
a ser medido, seja ele tronco ou caixa. Foi eleito, entdo, um nimero suficiente de pontos ao redor
daquele formato bidimensional horizontal escolhido, pois ¢ por meio de um ponto a outro que sao
enviadas as ondas sonoras. A dura¢do do som para percorrer de um ponto ao outro ¢ gravado, e
no intercruzamento destas linhas de velocidade de propagagdo entre os pontos, chamada de malha
de difracdo (Dra. Raquel e equipe, comunicacdo pessoal), sdo formadas as imagens
bidimensionais (Figura 12). E depois empilhando as imagens horizontais pode se formar imagens
tridimensionais aproximadas.
Foram medidas uma caixa padrdo, vazia duas 1

caixas padrdo com coldnias alojadas e mais um tronco
morto com uma coldnia viva dentro. Nas caixas padrao
foram medidas separadamente cada alca e no tronco
escolheu-se 5 secgdes horizontais. Apos as medigoes,

foram fotografadas as estruturas internas de cada seccao

horizontal medida de todos os ninhos, para comparagao
com as imagens obtidas pelas medigdes do ultrassom. As
caixas com coldnias foram abertas alca por alga e no Figura 12 — Malha de difragdo, com
tronco cortou-se com moto-serra nos locais medidos. os pontos usados pelo ultrassom.

1.5.2 Resultados

As imagens elaboradas a partir das medigdes ultrassonicas a principio aparenta auxiliar a
identificagcdo de algumas estruturas internas, quando o enxame esta em caixa padrao (Figura 13).
Porém dentro de tronco a imagem elaborada ndo ¢ muito clara a respeito da localizagdo precisa
do enxame, apesar de identificar alguma estrutura diferente no local onde ele ocorre (Figura 14).
De posse das imagens geradas foi sugerida pela equipe operadora, a utilizagdo de uma malha
mais refinada, que permitisse a escolha de um niimero maior de pontos ao redor da secgdo
horizontal. Isto poderia contribuir para uma melhor constru¢ao da imagem em futuros testes em

outros troncos com enxames alojados no seu interior.
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Figura 13 — Foto da se¢@o de uma alga de cria de um enxame, mostrando os discos de cria (a) e a
imagem elaborada a partir dos dados obtidos do ultrassom na mesma sec¢do(b). (Foto: Raoni
Duarte, Desenho: Equipe da Dr* Raquel Gongalves)
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Figura 14 — Foto das se¢des do tronco e ao lado a imagem elaborada a partir dos dados obtidos
do ultrassom nas mesmas se¢des. (Fotos: Raoni Duarte, Desenhos: Equipe da Dr”
Raquel Gongalves)
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1.5.3 Discussao

A técnica do ultrassom foi explorada como uma ferramenta que pudesse auxiliar na
localizagdo precisa do enxame no interior da arvore, permitindo tomada de suas medidas e a sua
eventual retirada sem comprometimento da arvore. E uma técnica com grandes possibilidades e
que ndo foi exaustivamente explorada por exiguidade de tempo, mas que devera ser retomada

num futuro préximo.

1.6 Desenvolvimento de colonias no Cerrado

1.6.1 Materiais e Métodos

Ap6s a transferéncia, e adaptagdo de oito enxames as caixas padrao, no dia 08 de julho de
2011, eles foram levados para uma Unidade de Conservacao do Estado de Sao Paulo, a Estagdo
Experimental do municipio de Luis Antdnio, a 595m de altitude, 21°35’S de latitude e longitude
47°45°0. A classificagdo climatica da regido por Koppen ¢ a mesma de Ribeirdo Preto, Aw. A
vegetacdo da area ¢ caracterizada como cerraddo, porém nem toda a area ¢ representada pela
vegetacdo primitiva, algumas areas estdo em regeneracdo da vegetagdo nativa, principalmente
onde havia a cultura de Pinus e Eucaliptus. O solo da area onde as colonias permaneceram
durante toda a avaliagdo ¢ de areias quartzosas profundas (MATEUS, 1998).

Os enxames foram mantidos a uma distancia
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das estruturas e constru¢do de novas, foi elaborada uma

grade quadrada (Figura 15), que enquadra toda a area

horizontal de cada al¢a. Foram fotogratadas mensalmente Figura 15 — Régua quadrada para

todas as melgueiras e a ultima al¢a de cria ocupada pelos enquadrar a visdo superior das
alcas das colonias avaliadas no

favos de cria. Cerrado (Foto: Raoni Duarte).
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As fotografias foram tiradas por uma maquina da marca Sony, modelo Cybershot DSC-
W230. O peso das caixas foi medido por uma balanga eletronica marca Filizola, modelo BP 15,
com carga maxima de 15 kg e precisdo de 5 g.

No més de dezembro de 2011, em apenas uma caixa, colonia 4131, foi colocada uma
camada de isopor de espessura 5,5 cm envolvendo toda a caixa, isolando-a do meio externo, € um
termometro digital que media as temperaturas didrias e registrava as maximas e minimas dentro e

fora do envoltdrio de isopor (Figura 16).

Figura 16 — Caixa de isopor que envolveu a colméia da colonia 4131, dezembro de 2011.
(Fotos: Raoni Duarte)
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1.6.2 Resultados

Dos oito enxames levados para a reserva em Luiz Antonio, apenas trés sobreviveram até o
final da pesquisa, as colonias nimero 4124, 4125 e 4131. No primeiro més quatro enxames foram
perdidos e um sobreviveu por mais 2 meses. Supde-se que as colonias ndo tiveram energia
suficiente para suportar o frio da noite. Pois no primeiro més, inicio de agosto de 2011, houve
frio intenso na regido, de acordo com os dados fornecidos pela Casa de Agricultura de Luis
Antonio (Gréafico 1). Devido a isso foi colocada a cobertura de isopor na colonia 4131, e assim,
avaliar-se-ia o seu desempenho comparado aos outros. O isopor teve influéncia na temperatura ao
redor da caixa, mantendo menor em altas temperaturas e maior e baixas temperaturas (Grafico 2).

Houve um aumento do peso total das caixas durante o estudo (Grafico 3). Porém, o
aumento do peso das colonias 4124 e 4125 deveu-se ao acimulo de resina dentro das caixas,
principalmente na tltima melgueira acima (Figuras 17 e 18). Na colonia 4131 ndo houve um
acimulo de resina tal como as outras (Figura 19), apesar de ter aumentado de peso também,
principalmente nos dois ultimos meses de medicdes.

O volume do conjunto dos favos de cria, das trés colonias, no final do levantamento,

mediu um maximo de 2,044 e minimo de 0,794 litros.
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Grafico 1 — Temperaturas maximas ¢ minimas em Luis Antonio/SP entre
os dias 08 de julho de 2011 e 18 de agosto de 2011.
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Grafico 2 — Temperaturas de dentro e fora da caixa de isopor envolvendo a colonia
4131 de Tetragona clavipes em Luis Antonio/SP.
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Grafico 3 — Evolucgdo do peso de trés colméias com colonias de Tetragona

clavipes na Reserva Jatai, Luis Antonio/SP, de agosto de 2011 a
julho de 2012.
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Figura 17- Evolug@o das estruturas internas do mnho e das melguelras da colonia 4124 em Luis Antonio/SP,
Reserva Jatai, de agosto de 2011 a julho de 2012. (Fotos: Raoni Duarte)
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Figura 18 - Evolucio das estruturas internas do ninho e das melgueiras da coldnia 4125 em
Luis Antonio/SP, Reserva Jatai, de agosto de 2011 a julho de 2012. (Fotos: Raoni Duarte)
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Reserva Jatai, de agosto de 2011 a julho de 2012. (Fotos: Raoni Duarte)
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1.6.3 Discussao

O objetivo de quantificar a produgdo de mel e elaborar um calendario de produgao nao foi
possivel ser alcangado, pois logo no primeiro més metade das colonias sucumbiu. A principio
sem saber por que, pois apesar do frio, acreditava-se que as caixas eram espessas o suficiente
para auxiliar na manuten¢do da temperatura. Os 5 cm de espessura de madeira duravel foram bem
aceitas por outra espécie de abelha na mesma Unidade de Conserva¢do e na mesma época do
levantamento (Figura 12). Levando a crer que talvez houvesse algum outro motivo para a morte
das colonias. Apos a morte de mais uma colonia foi necessario colocar a prova a questdo da

temperatura, e assim foi elaborada a caixa de isopor, da colonia 4131.

Figura 20 — Favo de cria de Scaptotrigona sp. Em Luis Antonio/SP,
mesmo modelo de caixa usado para Tetragona clavipes.
(Foto: Raoni Duarte)

Nos meses seguintes a colocagdo do isopor ndo houve, aparentemente, aumento de peso,
aumento do diametro dos favos de cria superiores, ou diminui¢do da distancia dentre o final do
favo e a lateral interior da caixa. Deve-se salientar aqui que, quando se analisa o tamanho do favo
dentro da caixa, nao se pode deixar de considerar o ciclo de producdo dos favos, ou seja, o tempo
que demora a nascer uma abelha, desde o ovo até a emergéncia de um adulto. Isto, pois, quando
os adultos emergem, todos os alvéolos e favos sao destruidos e vém por baixo outros novos sendo

construidos. Essa regido de nova constru¢do de favos foi chamada de frente de avango por
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Michener (1961) na qual a rainha estd ovopositando. De acordo com Castro (2012), em
Tetragona clavipes, o tempo de desenvolvimento de um ovo até emergéncia de operarias, dentro
de condigdes de laboratdrio, € por volta de 55 dias e de rainhas 90 dias.

Entdo, quando foi analisado se a presenga do isopor fez efeito no tamanho do favo,
observando as fotos, pode-se observar que o favo que estava acima quando se colocou o isopor
era um bem jovem, sendo ele o mesmo visto no més seguinte de observagdo. Portanto, as abelhas
ndo aumentaram um favo o qual ja estava feito. No ciclo seguinte de favos também nao houve
um aumento, se manteve por volta do mesmo tamanho. Ja no segundo ciclo posterior houve sim
um aumento no diametro, passando de 7 cm para 9 cm. E no terceiro ciclo aumentou mais ainda,
para 11 cm (julho). Conseqiientemente, diminuindo também a distancia da periferia do favo a
lateral interna da caixa, colocando as crias mais perto da madeira, pois provavelmente aquela
regido estava propicia a manter uma temperatura ideal.

Além do aumento dos favos de cria, houve um aciimulo de potes de mel na 2* melgueira,
0s quais praticamente a ocuparam inteira. Na 1* melgueira houve um aparente aumento € o0 peso
da caixa aumentou, porém nao houve um acimulo de resina tdo grande quanto nas duas outras
coldnias.

Esta resposta melhor da colonia com relagdo a algum tipo de manejo que auxilie na
manutengao e conforto térmico dentro da caixa ja tinha sido observada por Nogueira-Neto (1970)
que obteve um resultado positivo mantendo uma colonia de 7. clavipes em um tipo de estufa
aquecida artificialmente. O modelo de caixa utilizada pelo meliponicultor Ederson de Curitiba
melhora o conforto térmico, muito provavelmente feito propositalmente por ele, a partir de suas
observacdes e experiéncia. Nas transferéncias das coldnias feitas no campus de Ribeirdo Preto,
elas se recuperaram mais rapidamente quando as colonias foram colocadas em locais
artificialmente aquecidos.

Em duas coldnias transferidas de troncos mediu-se a distancia da parede externa do tronco
até o inicio dos favos. Em uma delas a madeira era maciga, um tronco de Poincianella pluviosa, e
tinha uma média de 14,3 cm de espessura (Figura 21). Na outra a madeira tinha aproximadamente
3 cm de espessura, porém havia varias camadas de involucro de cerume e resina endurecida,

totalizando uma espessura em média de 13 cm.



A temperatura ideal para o desenvolvimento
das crias em Tetragona clavipes ainda nao ¢
conhecida, porém em algumas outras espécies como
Melipona quadrifasciata a temperatura pode girar
em torno de 26-35°C, em Melipona fuliginosa 25,5—
29,5°C, em Melipona siminigra em torno de 31-
33°C (ROUBIK, 1989). Souza (2003) observou
temperatura entre 26,5 a 33,5°C na area de cria de
Melipona asilvai. Dentro da caixa de isopor a
temperatura se manteve mais proxima dos valores
medidos nas outras espécies, comparada com a
temperatura externa do isopor.

Em algumas abelhas sem ferrdo a
temperatura interna ¢ influenciada pela temperatura
ambiente. Essas espécies, geralmente, dependem da
condigdo climatica de fora de suas cavidades
escolhidas, as quais serdo, por sua vez, apropriadas
para a instalacdo de suas coldnias, se facilitarem o
controle da temperatura interna (ROUBIK, 1989).

Somando a isso tudo, ha outro forte indicio
que leva a crer que o modelo de caixa usado ndo foi
adequado para observar o potencial natural da
espécie. Comparando o volume do espaco ocupado
pelos favos de cria no cerrado com as medidas feitas

dos enxames transferidos de seus locais de
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Figura 21 — Transferéncia de uma
colonia mostrando a espessura da
madeira do tronco escolhido.
(Foto: Raoni Duarte)

nidificacdo natural, pode-se observar que o menor valor de todas as outras medigdes feitas no

campus de Ribeirdo Preto foi de 2,60 litros, enquanto que no cerrado o maior volume nao chegou

a 2,05 litros.
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1.7 Conclusao

Conhecer as particularidades de manejo e criagdo desta espécie de abelha teve grandes
desafios. Desde a dificuldade em se encontrar ninhos naturais disponiveis para a transferéncia,
passando pela falta de criadores se dedicando a espécie, e chegando a lidar com a grande
susceptibilidade das colonias ao ataque de forideos. Isso tudo para obter alguns enxames em
caixa, disponiveis para um manejo destinado a producdo. No entanto, de todas as dificuldades
surgiram conhecimentos e aprendizados importantes, inclusive do fato do modelo de caixa usado,
que s6 pdde nao ser considerado ideal, apos a experiéncia nada muito gloriosa das col6nias no
Cerrado.

Portanto, pode-se concluir que para adquirir colonias desta espécie, por transferéncia,
requer cuidados particulares, diferentes das demais espécies de abelhas sem ferrdo,
principalmente por causa dos forideos. A espécie tem uma sensibilidade ao frio consideravel,
portanto, técnicas e manejos que minimizem esse risco devem ser tomados. As medidas da
arquitetura dos ninhos serdo uteis para dimensionar um modelo de caixa proprio para a espécie.
Tomados os devidos cuidados para acondicionar as colonias nas caixas devidamente

dimensionadas, acredita-se que a espécie tenha um grande potencial na produ¢do de mel.
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Capitulo 2

Fontes de Polen Coletadas por Tetragona clavipes

Introducao

Os varios biomas brasileiros abrigam centenas de espécies de abelhas sociais nativas sem
ferrao (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA, 2002), responsaveis pela polinizagdo de boa parte das
plantas, especialmente as arboreas de mata. Dentro do ambiente fechado da floresta o vento ¢ um
agente polinizador pouco eficiente, por essa e outras razdes os animais sao tdo importantes para
deslocar o polen (FAEGRI; PIJL, 1979). Esta relagdo de dependéncia mutua se estabeleceu
através de milhdes de anos de evolucdo e garantiu a sobrevivéncia e a caracterizacdo da
biodiversidade existentes em cada bioma. Isto pois os insetos sdo eficientes transportadores e
dispersores de polen. Ao visitarem flores de individuos diferentes no mesmo véo, distribuem os
genes contidos no podlen, mantendo uma variabilidade genética dentro das populacdes.
Garantindo a perpetuagdo de espécies por possibilitar o surgimento de individuos adaptados as
diversas pressoes ecologicas e ambientais de sobreviéncia.

Em muitas culturas comerciais, principalmente quando se cultivam clones, ndo ha a
necessidade de manter qualquer variabilidade genética dentro do cultivo. Entretanto na falta de
polinizador, a produgdo alcancard um nivel bem abaixo do desejado. Principalmente em culturas
que necessita-se do cruzamento entre variedades ou individuos para formar frutos e graos.
Consequentemente, ha uma dependéncia da produ¢do mundial de alimentos, para com a presenca
de polinizadores. Esta que aumenta simultaneamente com a area da monocultura ou a distancia
dos cultivos de uma mata ou area protegida, onde possam abrigar esses animais. Portanto, abre-se
um nicho comercial-econdmico do uso de abelhas para esse fim, aliado ao manejo sustentavel e
mais eficiente na producdo agricola.

Dentro das varias espécies de abelhas existentes no planeta, algumas ja sdo usadas para
polinizar culturas. Na sua maioria sdo espécies sociais, ou seja, vivem em grupos, tais como as
abelhas do género Apis e o grupo pertencente a sub-tribo Meliponina, os quais sdo também
conhecidos por meliponineos ou abelhas sem ferrdo. Além dessas espécies ha também o uso de
abelhas do género Bombus (VELTHUIS, 2002), Xylocopa (CAMILLO, 2003; OLIVEIRA-
FILHO, 2001) e Centris (MAGALHAES, 2012), casos esses em que ha a introdugio das abelhas
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no cultivo por intermédio de ninhos ja ocupados, ou pela criacdo de uma condigdo ecoldgica para
que as abelhas nidifiquem na propria area, como o uso de ninhos armadilhas vazios ou troncos de
madeiras em decomposi¢ao.

O uso das abelhas, além de ser em muitos casos essencial, em outros incrementa a
rentabilidade do espago cultivado, agregando valor ao trabalho ja executado. Obtém-se produtos
melhores, frutos mais pesados e com maior nimero de sementes, como por exemplo, no caso de
pimentao cultivado dentro de estufa (CRUZ, 2003). Aumenta o numero de frutos por cachos e o
rendimento de 6leo das sementes em cultivo de mamona (RIZZARDO, 2007), eleva o indice de
velocidade e porcentual de emergéncia de plantulas em algodoeiro e aumenta de 5 a 20% a
quantidade de algodao no capulho (SILVA, 2007). Aumenta a formagao de mais vagens com trés
sementes em soja, (MILFONT, 2012). Maximiza a produ¢do de sementes com maiores teores de
6leo em cultivo de pinhdo-manso (RIZZARDO, 2012). Morangos mais pesados e maior
quantidade de frutos bem formados destinados ao consumo in natura (MALAGODI-BRAGA,
2002).

Além da polinizagdo, conhecer a preferéncia e habito alimentar de cada espécie auxilia o
desenvolvimento e aprimoramento da meliponicultura. Assim, os meliponicultores e
preservacionistas podem investir esfor¢os em incremento e propagacao do pasto floral disponivel
as abelhas. Além de reconhecer locais com vegetagao nativa aptos para a criagdo e aumento da
produtividade das colméias, e, também, beneficiar a polinizacdo das plantas com uma maior
presencga de polinizadores naturais. Porém, é pouco difundido o conhecimento sobre as plantas as

quais essas abelhas se alimentam e possam ser potenciais polinizadoras.

Materiais e Métodos

Escolheu-se uma colonia antiga e bem estabelecida situada no Departamento de Genética
da FMRP-USP, nidificada em um tronco e nao foi transferida para qualquer caixa racional (para
localizacdo geografica e vegetacdo ao redor vide Cap. 1). Dez abelhas campeiras, as quais
retornavam a colonia com cargas corbiculares de polen, foram coletadas em um s6 dia por més,
cinco abelhas pela manha, entre as 08h00Omin e 11h30min, e cinco a tarde, entre as 13h00min e
16h00min. As cargas de polen foram submetidas, separadamente, ao processo de acetolise

descrito por Erdtman (1960). As amostras foram, posteriormente, postas em laminas para
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identificacdo da espécie vegetal ao microscopio. Ao total foram 12 meses de coletas, as quais se
iniciaram no més de agosto de 2010 e se encerraram no més de julho de 2011.

Para identificar os tipos polinicos houve o registro fotografico dos graos de pdlen contidos
nas laminas por meio de uma camera acoplada a um microscopio. Foram usados dois tipos de
cameras, microscopios e software para realizar as fotos. Um da marca Leica, modelo DN4000B,
com uma camera DFC 500 e o software LAS v3.7. E outro da marca Zeiss, modelo Akioskop 2,
camera AxioCam HRc e software AxioVision Release 4.8.2.

Na identificacdo dos tipos polinicos usaram-se chaves (LABOURIAU, 1973),
compararam-se com fotografias, figuras e descricdes contidas em literatura (BASTOS et al, 2008;
BARTH, 1989; ALMEIDA-ANACLETO, 2007; HESSE et al, 2009; NASCIMENTO, 2011;
MACEDO; SOUZA; BAUERMANN, 2009; CRUZ-BARROS; CORREA; MAKINO-
WATANABE, 2006; MODRO, 2010; ROUBIK; MORENO, 1991; SILVA et al, 2010; VITAL,;
SANTOS; ALVES, 2008), contou-se com o auxilio de pesquisadores experientes na area de
palinologia pertencentes a Fundacdo Ezequiel Dias, de Belo Horizonte, MG, e da Dra. Claudia
Inés da Silva da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto. Comparou-se
também com os tipos polinicos ja identificados do lamindrio do Laboratério de Biologia e
Genética de Abelhas do Departamento de Genética e do laminario referéncia do Laboratério de

Palinoecologia do Departamento de Biologia, ambos da USP-RP.

Resultados

Foram encontrados 38 tipos polinicos diferentes, pertencentes a 17 familias botanicas,
além de sete tipos ndo identificaveis (Tabela 2; Figuras 22, 23 e 24). Todas as cargas corbiculares
foram de somente um tipo polinico. A familia com mais tipos polinicos coletadas foi a Fabaceae,
com sete tipos. O tipo polinico coletado por um maior periodo, foi o tipo Amaranthus, desde
dezembro de 2010 a maio de 2011 e depois no més de julho de 2011. Este foi seguido pelo tipo
Delonix regia e o tipo Pinus sp., ambos coletados quatro meses seguidos e também o tipo
Poaceae spl, coletado quatro meses nao consecutivos. O més de abril foi 0 més com maior
diversidade de plantas, dez tipos polinicos, seguidos dos meses de maio e junho com nove e
janeiro com oito. Dentro das seis espécies confirmadas, quatro sdo plantas nativas e duas

exoticas.



Tabela 2 - Tipos polinicos coletados das cargas corbiculares de campeiras regressantes de uma
colonia de Tetragona clavipes entre os meses de agosto de 2010 e julho de 2011.
Familias e Espécies ago/10 set/10 out/10 nov/10 dez/10 jan/l1l fev/11 mar/11 abr/11 mai/ll jun/11 jul/ll

Amaranthaceae
Tipo Amaranthaceae X X
Tipo Amaranthus X X X X X X X
Anarcadiaceae
Tipo Anarcadiaceae X X
Asteraceae
Tipo Asteraceae spl X X
Tipo Asteraceae sp2 X
Tipo Asteraceae sp3 X
Bignoniaceae
Tipo Handroanthus chrysotrichus X
Convolvulaceae
Tipo Merremia spl X
Tipo Merremia sp2 X X
Euphorbiaceae
Croton urucurana X
Euphorbia pulcherrima X
Tipo Croton X X
Tipo Ricinus X X
Fabaceae
Caesalpinia pulcherrima X X X
Libidibia ferrea X
Poincianella pluviosa X X X
Tipo Acosmium X X
Tipo Caesalpinia X
Tipo Delonix regia X X X X
Tipo Senna X
Magnoliaceae X
Tipo Magnolia champaca
Malpighiaceae
Tipo Malpighiaceae X
Malvaceae
Guazuma ulmifolia X X
Tipo Hibiscus X X
Tipo Malvaceae spl X
Tipo Malvaceae sp2 X
Passifloraceae
Tipo Passiflora edulis X X X
Pinaceae
Tipo Pinus sp. X X X X
Piperaceae
Tipo Piper amalago X
Tipo Piperaceae sp2 X X
Tipo Piperaceae sp3 X X X
Tipo Pothomorphe umbellata X

...continua



Familias e Espécies

ago/10 set/10 out/10 nov/10 dez/10 jan/11 fev/11 mar/11 abr/11 mai/ll jun/I1 jul/11

Poaceae

Tipo Poaceae spl

Tipo Poaceae sp2

Tipo Poaceae sp3
Proteaceae

Tipo Grevillea
Rutaceae

Tipo Citrus
Sapindaceae

Tipo Serjania
Nao Identificados

Indet 01

Indet 02

Indet 03

Indet 04

Indet 05

Indet 06

Indet 07

X

X

X

X

X

X

conclusao

56
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Discussao

Neste levantamento, pdde-se observar a coleta de polen de espécies nativas usadas em
projetos de arborizacdo urbana e de reflorestamento e recuperagdo de areas degradadas, como
Croton urucurana, Poincianella pluviosa, Libidibia ferrea, Guazuma ulmifolia ¢ Handroanthus
chrysotrichus. Além de tipos polinicos ndo identificados até espécie, que podem também serem
nativas, de habito arboreo, arbustivo e trepadeiro. Mostrando, em parte, a importancia desta
abelha para a polinizagdo de espécies da flora nativa. E relevante a coleta de polen em flores
anemofilas, tal como Pinus e Poaceae.

Apesar de nenhuma espécie comercial identificada nas coletas, algumas espécies t€ém
possibilidades de serem polinizadas por 7. clavipes. O tipo Citrus, por exemplo, foi amostrado
nas coletas e também observado, por acaso, a coleta de polen nas flores de um limoeiro
localizado a 20 metros da colonia estudada (Figura 25). Ja havia sido relatado Citrus sp. como
parte do recurso floral de 7. clavipes no Suriname (ENGEL; DINGEMANS-BAKELS, 1980).
Em Piracicaba/SP Almeida-Anacleto (2007) também observou Citrus nas coletas polinicas de 7.
clavipes. Pelo tamanho das operarias de 7. clavipes ser relativamente menor que de Apis
mellifera, para que a visita floral repercurta em uma polinizagdo tdo efetiva quanto, ha a
necessidade de maior nimero de visitas ou maior tempo gasto das campeiras de 7. clavipes nas

flores. Portanto para desvendar essa hipotese, uma investigagao pontual deve ser realizada.

Figura 25 — T. clavipes coletando polen na flor de um limoeiro
(Citrus sp.) (Foto: Raoni Durte)
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Amaranthus é o género de algumas espécies de plantas consideradas invasoras, tal como
A. spinosus, A. deflexus, A. hybridus, A. blitum e A. viridis (CARVALHO; CHRISTOFFOLETI,
2008). Entretanto as espécies 4. hypochondriacus, A. caudatus e A. cruentus produzem graos de
alto valor proteico, muito valorizado e pesquisado como alternativa para a producao de graos em
algumas regides do Brasil (TEIXEIRA; SPEHAR; SOUZA, 2003; SPEHAR et al, 2003; COSTA
et al, 2008). Entretanto as espécies comerciais sdo consideradas monodicas e aldégamas
intermediarias, com baixa porcentagem de poliniza¢ao cruzada, podendo chegar somente até 30%
(FRANSSEN et al, 2001; TEIXEIRA; SPEHAR; SOUZA, 2003). Porém, ainda ¢ desconhecido o
quanto a inclusdao de insetos polinizadores no cultivo pode participar nesta porcentagem de
polinizacdo cruzada e contribuir para a produ¢do de graos.

Da familia Asteraceae, apesar de apenas trés tipos coletados neste levantamento, Pedro
(1992) relatou T. clavipes visitando flores de 12 espécies em Luiz Antonio/SP, Sofia (1996) cinco
espécies em Ribeirdo Preto e Almeida-Anacleto (2007) nove espécies em Piracicaba/SP. Uma
planta comercial importante desta familia, o girassol (Helianthus annuus), ndo apareceu nas
coletas em Ribeirdo Preto, talvez somente por ndo haver girassol nas redondezas da colonia
estudada. Isso, pois, Sofia (1996) observou a visita floral no mesmo campus de Ribeirdo Preto e
foi coletado por Almeida-Anacleto (2007) em Piracicaba. Apesar disso, em um levantamento
feito no Reconcavo Baiano sobre os visitantes florais de girassol ndo apareceu 7. clavipes, mas
outras 11 espécies de meliponineos, tendo, entre eles, Nannotrigona testaceicornis como mais
abundante, seguido de Trigona spinipes. (MACHADO, 2006). Este ultimo levantamento, assim
como outros condizem com o fato de Apis mellifera ser geralmente a mais abundante em visitas
das flores do girassol (MORGADO et al, 2002; TEIXEIRA; ZAMPIERON, 2008; TOLEDO et
al, 2011).

Fabaceae foi a familia com maior quantidade de espécies, incluindo duas espécies
arboreas nativas, Poincianella pluviosa e Libidibia ferrea, regularmente utilizada em arborizacao
urbana. Nao foi encontrada qualquer planta relevante comercialmente. Dentre as Fabaceas de
valor econdmico importante para a agricultura, a soja (Glycine max) foi estudada e conclui-se que
ha um incremento de sua producdo com a adicdo de colméias de abelhas do género Apis na
plantacdo (MILFONT, 2012). De forma geral, a maioria das plantas de valor economico de

Fabaceae como ervilha (Pisum sativum), feijao (Phaseolus vulgaris), grao-de-bico (Cicer
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arietinum), alfata (Medicago sativa), amendoim (Arachis hypogea) sdo espécies pertencentes a
subfamilia Faboideae (Papilionoideae). Grupo botanico onde ¢ comum o processo da
cleistogamia, ou seja, a autopolinizag¢do antes da abertura das flores, devido, entre outros fatores,
a conformacdo das pétalas e o momento da antese. Todas as espécies, ou tipos polinicos de
Fabaceae amostrados no levantamento em Ribeirdo Preto ndo fazem parte de Faboideae. E
também nos outros levantamentos de Cajuru (PEDRO, 1992), Luiz Antonio (MATEUS, 1998),
Piracicaba (ALMEIDA-ANACLETO, 2007) e outros quatro estudos realizados nos biomas da
mata atlantica e do cerrado do estado de Sao Paulo (IMPERATRIZ-FONSECA et al, 2011), de
todas as Fabaceae relatadas encontrou-se apenas quatro espécies pertencentes a Faboideae sendo
visitadas por 7. clavipes. O tamarindeiro (Tamarindus indica) foi a unica Fabaceae de valor
econdomico encontrada na bibliografia dentro da subfamilia Faboideae, ou seja, com flores
similares a Poincianella pluviosa e Libidibia ferrea, ¢ suas flores sdo possivelmente polinizados
por abelhas. Apesar de observado, na Bahia, duas espécies de meliponineos visitando suas flores,
nao houve qualquer registro de 7. clavipes. (CASTRO, 2002).

Euphorbiaceae foi uma familia representada com quatro tipos, inclusive um tipo Ricinus.
Ja em Cajuru foi observado apenas a espécie Croton glandulosus (PEDRO, 1992), e em Luiz
Antonio nenhuma Euphorbiaceaec (MATEUS, 1998). Sofia (1996) em Ribeirdo Preto observou a
visita em Euphorbia pulcherrima. Em Piracicaba duas espécies do género Crofon e também
Euphorbia pulcherrima (ALMEIDA-ANACLETO, 2007). A mamoneira (Ricinus communis) €
cultivada, principalmente na regido nordeste do Brasil, para producdo de dleo destinado a
Biodiesel. Algumas pesquisas tém relatado a recomendagdo do uso de Apis mellifera para
incremento na produgdo (RIZZARDO, 2007; MILFONT, 2007), pela espontaneidade por parte
de Apis mellifera nas flores de mamona para coletar pélen (DUTRA, 2011).

A familia Piperaceae foi representada por quatro tipos polinicos, incluindo o tipo Piper
amalago e o tipo Pothomorphe umbellata. Essas duas espécies sao polinizadas por insetos, sendo
exclusivamente em Piper amalago e também anemofilo em Pothomorphe umbellata. Os insetos
considerados mais abundantes nas visitas florais sdo os dipteros, seguidos dos mais eficientes
himendpteros, incluindo algumas espécies de abelhas sem ferrdo, porém Tetragona nao foi
observado (FIGUEIREDO, 1997).

Entre a familia Anacardiaceae, algumas plantas t€ém valor comercial importante, como as

espécies de caju (género Anacardium) e de caja (géneros Tapirira e Spondias). No levantamento
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em Ribeirdo Preto apenas uma amostra da familia foi encontrada, porém sem identificagdo de
género. Pedro (1992) também observou apenas uma anacardiaceae, Lithraea molleoides, sendo
visitada por 7. clavipes. Em Luiz Antonio, Mateus (1998) ndo encontrou 7. clavipes visitando as
anacardiaceas observadas. No Pard foi relatada apenas uma visita, durante todo o experimento, de
T. clavipes na flor do cajazeiro (Tapirira guianensis) (FERNANDES, 2006). E Almeida-
Anacleto (2007), em Piracicaba, encontrou apenas Schinus terebentifolia. Considerando apenas
esses levantamentos, concluiria-se que 7. clavipes coleta pouco recurso floral de plantas
pertencentes a essa familia.

Porém, no Par4, outra espécie de cajazeiro, Spondias mombin, teve como principal
polinizador outra espécie do género Tetragona, a Tetragona goettei, entre outras espécies de
meliponineos (RAMOS apud OLIVEIRA, 2010). Diferente das observagdes de Oliveira (2010)

no Ceara que encontrou A. mellifera e Trigona spinipes como principais visitantes florais.

Conclusao

Descobrir a preferéncia polinica de uma espécie de abelha ¢ uma forma de conhecer a
diversidade de suas visitas florais. 7. clavipes coletou poélen de espécies nativas arboreas, além de
outras ndo confirmadas espécies nativas arboreas, arbustivas e trepadeiras. Demostrando sua
relevancia na reprodugdo da flora nativa. Culturas de relevancia econdomica puderam ser
abordados, porém em menor quantidade, como o Citrus ¢ o Amaranthus. Plantas anemofilas
foram representadas.

Entretanto somente a diversidade polinica coletada em um ensaio ndo retrata,
necessariamente, o potencial polinizador da espécie. Estudos deste tipo estdo restritos a se
observarem apenas polens de plantas que estdo ao alcance das abelhas. Portanto, potenciais
eficiéncias polinizadoras da espécie podem ndo terem sido observados, devido a distancia das
plantas as colonias estudadas. Como foi o caso do girassol, que apesar de nao fazer parte das
amostras coletadas, uma investigagdo particular ¢ valida. Pois foi observado em outros
levantamentos e ha uma preferéncia dessa abelha por plantas da familia Asteraceae. Sendo assim,

futuros experimentos onde as abelhas estejam ao alcance de alguma espécie nativa ou cultura

agricola em questdo, poderao conhecer a sua eficacia na polinizagao.
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Capitulo 3

Atividade Antimicrobiana do Mel, da Propolis e Caracteristicas Fisico-
Quimicas do Mel da abelha Tetragona clavipes.

3.1 Introduciao

O uso dos produtos das abelhas na medicina humana ¢ fato ha muito tempo. Antigos
documentos e escrituras dos egipcios indicavam o mel em receitas de preparacdo de
medicamentos, destinados aos varios tipos de males ¢ enfermidades. Pensadores e filosofos
antigos, tais como Pitagoras, Aristoteles, Hipdcrates, Didscoro, entre outros, ja afirmavam o valor
terapéutico dos produtos elaborados pelas abelhas e os recomendavam. Além de civilizagdes
antigas como na China e na India, esta illtima bem relatada, no antigo livro hindu Yadjour-Veda,
0 uso do mel para prolongar a vida (IOIRISH, 1981), e também recomendado no Alcorao
(BOMTEMPO, 2008).

Nos tempos atuais tem se pesquisado cada vez mais os efeitos destes produtos em agentes
de contaminacdo da satilde humana. Entre os produtos mais pesquisados pode-se citar o mel ¢ a
propolis, principalmente produzido pelas abelhas Apis mellifera. Houveram também estudos a
respeito de outros produtos derivados desta espécie de abelha, como o pdlen, a geléia real e o
veneno. Menos esfor¢os foram investidos sobre os mesmos produtos das varias espécies de
abelhas sem ferrdo existentes no mundo.

Apesar dos poucos trabalhos realizados a respeito dos produtos das abelhas sem ferrdo,
surgiram até agora resultados positivos quanto a suas propriedades terapéuticas, com exemplo da
propolis (SANCHES, 2012; PARDO, 2007) e do mel (NOGUEIRA-NETO, 1997). Pardo (2007)
estudou a propolis de algumas espécies de abelhas sem ferrdo e de A. mellifera. Encontrou que a
propolis das abelhas sem ferrdo Melipona scutellaris, Frieseomelitta varia, Tetragonisca
angustula, Plebeia droryana e Melipona quadrifasciata foram ativas contra bactérias Gram-
positivas mais do que para as Gram negativas testadas. Tendo a propolis de M scutellaris como a
mais ativa contra Staphylococcus aureus, mesmo comparada com a propolis de A. mellifera.
Como antifungicas, as propolis de abelhas sem ferrdo tiveram atividade baixa, sendo
potencialmente coadjuvantes no tratamento de infecgdes (PARDO, 2007). Duailibe, Gongalves e
Ahid (2007) concluiram que um extrato de propolis de Melipona compressipes fasciculata foi

eficiente na reducao da quantidade da bactéria causadora de carie bucal, Streptococcus mutans,
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na grande maioria dos pacientes testados. Farnesi et al (2007) observaram a atividade
antimicrobiana da propolis de algumas espécies de abelhas sem ferrdo e da propolis verde de 4.
mellifera, concluindo haver atividade nas propolis das espécies Scaptotrigona sp. e M.
quadrifasciata, apesar de menor quando comparada a propolis verde.

Dentre a composi¢do quimica da propolis, com potencial de atividade antimicrobiana,
pode se destacar os compostos fendlicos, principalmente os flavonoides, como constatado em
amostras de propolis marrom de 4. mellifera, que quanto maior o seu indice, maior a inibi¢ao do
crescimento bacteriano (BASTOS et al, 2011). Compostos esses que, também podem ser
encontrados em propolis de abelhas do género Melipona. Além dos flavonodides, outros
compostos sdo potencialmente responsaveis por inibicdo de crescimento de micro-organismos.
(SANCHES, 2012).

Os flavonoides também podem ser encontrados nos méis, como revelaram Vit e Tomas-
Barberan (1998), em um estudo onde compararam a quantidade e os tipos de flavonoides
presentes em méis de algumas espécies de abelhas sem ferrao de regides diferentes da Venezuela.
Constataram inclusive um tipo de flavonoide, a luteolina, a qual tem indicio de ag¢ao anticatarata.
Curiosamente, de maneira geral, os flavonodides presentes no mel foram mais caracteristicos das
regides de coleta do que das espécies de abelhas. Isto indica um compartilhamento dos recursos
vegetais coletados entre as espécies de abelhas, pela disponibilidade que o ambiente fornece.
Demera e Angert (2004) também encontraram um resultado similar com méis de 7. angustula e
de 4. mellifera de cinco diferentes regides da Costa Rica. Nao houve diferenga estatistica da
atividade antimicrobiana entre os méis das duas espécies de abelhas, coletados nas mesmas
regioes.

Outro composto encontrado freqlientemente nos méis de abelhas sem ferrdo e que se
acredita ser um dos principais responsaveis pela atividade antimicrobiana ¢ o peroxido de
hidrogénio (NOGUEIRA-NETO, 1997). M¢éis de T. angustula provenientes da Colombia
comportaram-se diferente quando havia ou nao o peréxido de hidrogénio em sua composicao. A
remocdo do peroxido de hidrogénio de algumas amostras ocasionou a perda de toda a sua
atividade, indicando o importante papel do perdxido de hidrogénio na inibi¢do de crescimento
microbiano (TORRES et al, 2004).
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3. 2 Materiais e Métodos

A resina foi coletada de uma colméia onde, durante o periodo de marco de 2010 a
fevereiro de 2011, estava alojada uma colonia de Tetragona clavipes. Com parte desta resina
preparou-se dois tipos de extratos alcodlicos. Um extrato usou-se alcool absoluto € no outro
alcool 70°GL. Nos dois extratos a formula foi de 300 g de resina bruta para 1 litro de alcool,
sendo elaborado apenas 1 litro de cada tipo de extrato. Deixou-se extraindo por no minimo 2
meses e depois se usou um papel filtro para separar a borra do extrato alcodlico. Foram colocados
100 ml dos extratos em potes de vidro pequenos e postos em estufa a 37°C para secagem de toda
fracao imida. Os extratos secos foram depois diluidos no solvente dimetilsulfoxido (DMSO) para
realizar os testes microbioldgicos.

Colheu-se 100 g de mel em 30 de janeiro de 2012 de apenas uma colonia, diferente
daquela que coletou-se a resina, ja estabelecida em uma colmeia de madeira de mesmo modelo
utilizado nos experimentos citados no capitulo 1. A colonia estava situada no Depto. de Genética
da FMRP-USP, e¢ somente esta amostra de mel foi usada para os testes fisico-quimicos e
microbioldgicos.

Resultando, no final, nas seguintes amostras testadas: o mel, os extratos alcodlicos da
resina feitos com alcool absoluto (EAA) e com alcool 70°GL (EA70), os extratos secos dos
mesmos diluidos em solugdo DMSO (EAA-S e EA70-S) e as suas respectivas borras (B-EAA e
B-EA70). Todos os tipos foram testados separadamente.

Realizaram-se todos os experimentos na Divisdao de Ciéncias Farmacéuticas, Servigo de
Recursos Vegetais e Opoterapicos da Fundagdo Ezequiel Dias, situada em Belo Horizonte, MG,
sobre orientagdo da Dra Esther Margarida Alves Ferreira Bastos, atual Diretora de Pesquisa e
Desenvolvimento da Instituigao.

Foram escolhidos seis micro-organismos para testar a atividade antimicrobiana das
amostras: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Paenibacillus larvae CCT 4443, Escherichia coli ATCC
25922 e Candida albicans ATCC 36802.

S. aureus, S epidermidis, P. aeruginosa e E. coli foram cultivados em Agar Mueller
Hinton (AMH), P. lavae em Agar Brain Heart Infusion acrescido de tiamina (BHI-T) ¢ C.
albicans em Agar Sabouraud (AS).
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3. 2.1 Atividade Antimicrobiana
3. 2. 1. 1 Ensaio Disco-Difusio

Apos a ativagdo das bactérias em caldos correspondentes aos meios de cultura de cada
uma, foi preparada uma suspensio a 1-2 x 10° unidades formadoras de colonias (UFC)/mL
(suspensdo padrao), correspondente a turbidez da escala de MacFarland 0,5. Foram realizadas
duas diluigdes seriadas 1:10 para obter a suspensdo de trabalho a 1 x 10° UFC/mL. Utilizando
swabs esterilizados, a suspensdo foi inoculada nas placas de agar em trés diregdes cruzadas.
Enquanto o indculo era absorvido pelo agar, inocularam-se discos de papel filtro (blank disc de 6
mm de diametro) com as amostras EAA, EA70, EAA-S, EA70-S e o antibidtico controle. Com
auxilio de uma agulha esterilizada transferiu-se cada disco inoculado para a superficie das placas.
As amostras de borra foram colocadas diretamente nas placas sem os discos. Para o mel foi
perfurado o dgar com ponteiras de 200 pL, estéreis e invertidas, obtendo-se pogos de 7 mm de
diametro. Aos pogos foram adicionados os discos de papel, e neles inoculados o mel. Em seguida,
as placas foram incubadas de forma invertida, a 37°C, por 24 horas. O experimento foi realizado
em triplicata, e a atividade antibacteriana foi considerada positiva quando detectado o
desenvolvimento de halo de inibi¢do circundando o disco ou poco contendo as diferentes
amostras. Os diametros dos halos foram medidos com paquimetro. Para controle, foi empregado

o antibiotico cloranfenicol (Inlab).

3. 2. 1. 2 Ensaio Incorporacio

Para a levedura Candida albicans a suspensio de trabalho foi de 1 x 10* UFC/mL e
somentes as amostras liquidas, ou seja, Mel, EAA e EA70 foram utilizadas para esse ensaio. As
amostras foram incorporadas ao meio de cultura de AS antes de endurecer. Apos o resfriamento
do AS a levedura foi inoculada na superficie toda da placa, por meio de uma alga de Drigalski
esterilizada. Como controle deste ensaio foi considerado uma placa sem a inoculagdo de qualquer
amostra, para o desenvolvimento livre da levedura. Foram incubadas em estufa por 48 horas. A
atividade antifungica foi considerada positiva quando havia menos de 300 UFC nas placas

inoculadas.
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3. 2. 1. 3 Ensaio Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Para determinar a concentragdo inibitoria minima (CIM) da atividade antimicrobiana foi
obtido uma suspenséo de trabalho dos micro-organismos a 1 x 10° UFC/mL. Apenas a amostra de
Mel foi avaliada, perante apenas os micro-organismos S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e
P. larvae. Em microplacas de 96 pogos, estéreis, com tampa, volumes de mel em concentragdes
que variaram entre 50% e 1,5% foram incorporados em meio de cultura e indculo para testar a
sua eficiéncia contra o crescimento microbiano. As placas foram entdo incubadas em estufas a
37°C, por 24. Foi realizado em triplicata e a CIM foi considerada na menor concentracao onde
inibiu a atividade microbiana. Para identificar o crescimento microbiano foi adicionado uma
solucdo de cloreto de 2,3,5 — trifeniltetrazolio a Smg/mL. A identificacdo da presenca microbiana
foi pela coloragdao visual e por meio de um leitor de microplaca, marca Thermo Scientific,
modelo Multiskan FC Version 1.00.79, e pelo sofware de mesma marca, modelo Research
Edition for Multiskan FC — Skanlt Software 2.5.1. O antibidtico controle foi 0 mesmo do ensaio
de disco-difusdo.

Os ensaios utilizados sdo os mais conhecidos para avaliar a atividade antibacteriana e
antifungica de extratos vegetais. Tém abrangéncia médica, farmacéutica e cosmética,
principalmente na corrida para encontrar agentes antimicrobianos eficazes contra o surgimento de
micro-organismos patogénicos cada vez mais resistentes aos antibidticos convencionais. O ensaio
de disco difusdo ¢ inclusive reconhecido pelo Food and Drug Administration (FDA)

(OSTROSKY et al, 2008).
3. 2. 2 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Mel

Para a amostra de mel foram feitas as andlises fisico-quimicas de pH, acidez (meq/kg),

umidade (%), cor e hidroximetilfurfural (HMF) (mg/kg).

3. 3 Resultados

3. 3.1 Atividade Antimicrobiana
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3.3.1.1 Ensaio Disco Difusao

Dentro de todas as amostras avaliadas, o mel foi aquela que se mostrou mais ativa contra
o crescimento dos micro-organismos testados, demonstrando atividade contra todos, com exceg¢ao
de E. coli. A amostra EA70 teve atividade contra S. aureus e S. epidermidis, porém os halos de
inibi¢do ndo chegaram a 10 mm de diametro (Tabela 3 e Figura 26). As amostras EAA-S. EA70-
S, B-EAA e B-EA70 ndo tiveram qualquer atividade, ndo apresentando qualquer halo de inibigao
ao redor dos discos. Houve certa dificuldade em diluir os extratos secos na solucdo DMSO, de
maneira que facilitasse a manipulacdo com a pipeta. Os extratos se mantinham em goticulas
adensadas e pegajosas, aparentando outra fase nao soluvel. Devido a isso, pouca quantidade de

extrato soluvel foi realmente pipetada e posta nos discos blank.

Figura 26 - Halo inibi¢cdo em placa inoculada com S. epidermidis.
5=EA70; 6 =EAA; 7 =B-EA70; 8 = B-EAA; 9 = mel;
C = controle (cloranfenicol)
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Tabela 3 - Média do diametro dos halos de inibigdo (mm) de amostras de propolis e mel
de Tetragona clavipes.

Micro-organismo E Aimp(ﬂ]l; A70 Mel Controle
Escherichia coli -* -* 6,50 19,6
Paenibacillus larvae 6,40 7,5 7,40 10,8
Pseudomonas aeruginosa -k -k 8,75 -*
Staphylococcus aureus 7,00 9,6 13,60 21,5
Staphylococcus epidermidis 6,85 9,0 15,60 24,4

EAA = Solugdo de Extrato de Propolis em Alcool Absoluto; EA70 = Solugdo de Extrato de
Propolis em Alcool 70°GL; Controle = Cloranfenicol,
* = auséncia de halo de inibigdo

3.3. 1.2 Ensaio Incorporacio

No ensaio de disco difusdo para Candida albicans nao houve qualquer atividade
antifingica das amostras testadas. Entretanto no ensaio de incorporagdo, a amostra Mel teve
atividade total, inibindo por completo o crescimento da levedura na placa. Nas amostras EAA e
EA70 houve crescimento da levedura com uma contagem de mais de 300 UFC na placa, porém
as unidades de colonias foram consideravelmente menores, comparadas ao crescimento livre

(controle) (Figura 27).

Figura 27 — Colonias de Candida albicans formadas no ensaio de incorporacdo com a amostra
EAA (esq) e o controle com crescimento livre (dir).
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3.3.1.3 Ensaio CIM

Pela maior atividade do mel, somente ele foi escolhido para o ensaio de CIM. Os
resultados deste ensaio demonstram o potencial inibitério do mel frente as bactérias avaliadas

(Tabela 4).

Tabela 4 - Concentragado Inibitéria Minima (CIM) dos micro-organismos
testados com uma amostra de mel de Tetragona clavipes.

Micro-organismo CIM
Paenibacillus larvae 5,0%
Pseudomonas aeruginosa 5,0%
Staphylococcus aureus 2,5%
Staphylococcus epidermidis 2,5%

3. 3. 2 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Mel

Algumas caracteristicas fisico-quimicas da amostra de mel de Tetragona clavipes foram
medidas (Tabela 5).

Tabela 5 - Caracteristicas fisico-quimicas do mel de Tetragona clavipes.

Carateristica Mel T. clavipes
Umidade 28.,8%
Cor Ambar
pH 4,71
Acidez livre 50,83 meq/kg
Lactona 15,10 meq/kg
Acidez total 65,93 meq/kg
HMF 1,04 mg/kg

3. 4 Discussao

3.4.1 Atividade Antimicrobiana

De todas as amostras analisadas, o mel foi o que mereceu mais atengdo, tanto pelos
resultados nos ensaios preliminares de disco-difusdo e incorporagdo, e¢ ainda mais, pelos
resultados do ensaio de CIM. A amostra EA70 teve pouca atividade no ensaio de disco-difusao,
no entanto mais testes a seu respeito sdo validos para avaliar melhor esse produto. Para os

extratos secos, apesar de nenhuma atividade sequer, a ndo solubilidade em DMSO foi um fato
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que impossibilitou de certa forma o teste da amostra. Portanto, mais testes em relagdo a
solubilidade poderao auxiliar a clarear ainda mais a questao da atividade antimicrobiana.

A atividade do mel de Tetragona clavipes ja havia sido testada e relatada por Cortopassi-
Laurino e Gelli (1991), onde houve atividade contra sete bactérias, sendo a maior das CIM de
10%, destacando S. aureus a 10%, P. aeruginosa a 5% e E. coli a 7,5%.

Estudos com outras espécies de abelhas, também encontraram resultados que indicam
atividade antimicrobiana do mel. Foi constatado atividade antibidtica do mel da abelha
Nannotrigona testaceicornis, frente a diferentes micro-organismos isolados de focos infecciosos,
entre eles Escherichia coli, Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyvogenes e Proteus spp (GONCALVES; ALVES FILHO; MENEZES, 2005). O mel de
Melipona subnitida teve efeito positivo na cicatrizagdo de feridas infectadas em ratos, ocorrendo
atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas como Pseudomonas sp. ¢ Gram
positiva como Staphylococcus sp. A presenga do mel aumentou a quantidade de macrofagos,
fibroblastos e colageno, importantes na regulacdo e progressao do processo cicatricial (ALVES et
al, 2008).

Experimentos, como esse ultimo mencionado, revelam a preocupagdo contemporanea da
busca por alternativas de produtos, que possam combater processos infecciosos e inflamatorios na
satide humana, pois os antibidticos ndo estdo combatendo os micro-organismos cada vez mais
resistentes. Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, por
exemplo, sdo grandes responsaveis por infeccdes pds-operatdrias e em implantes médicos
(O’GARA; HUMPHREYS 2001).

Ja Paenibacillus larvae ndo ¢ uma bactéria contagiante em humanos e sim a responsavel
por uma das mais importantes doengas da apicultura mundial, a Cria Putrida Americana
(SPIVAK; REUTER, 2001). Essa doenca ainda ndo foi encontrada no Brasil, mas representa
sérias preocupagdes e investimentos em pesquisas e trabalhos para erradicar e sanar os danos
causados pela doenga, principalmente nas zonas temperadas do globo (SCHUCH; TOCHETTO;
SATTLER 2003). Alguns antibidticos foram usados para controlar a bactéria, porém surgiram
algumas evidéncias de resisténcia aos antibidticos convencionais espalhadas pelo planeta.
Esfor¢os em encontrar produtos que controlem as infestagdes estdo presentes a cada dia
(KOCHANSKY et al, 2001). A presenca de um produto natural que tem atividade contra esta

bactéria torna-se interessante ao ponto de vista dos apicultores e pesquisadores engajados neste
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dilema. Mais ainda se for adocicado, produzido por abelhas, e que pode facilmente ser aceito
pelas colonias de abelhas doentes, atingindo diretamente o trato digestivo, local onde se
manifesta a bactéria. Entretanto, ha um caminho a ser percorrido nesse sentido para esclarecer
essa hipotese.

Um fato interessante ¢ complementar ocorreu em uma pesquisa feita com mel de
Tetragona clavipes. Foi caracterizada uma enzima proteolitica, batizada de Clavepsina, a qual ¢
capaz de realizar fibrinogénese, ou seja, degradar fibroblastos similares a aqueles que,
interrompendo os vasos, causam trombose em humanos (OLIVEIRA, 2005).

Com algumas dessas caracteristicas singulares, o mel desta espécie de abelha tende a se
destacar no cendrio dos produtos naturais e elaborados por abelhas, que podem repercutir na
atuacdo médica e de protecdo a apicultura mundial. Certamente pesquisas nesse sentido hdo de
acontecer para aumentar o conhecimento a respeito dos efeitos terapéuticos deste produto.
Podendo os méis de abelhas sem ferrdo atingir um patamar de importancia nutricional e médica
como se tornou o mel de manuka, produzida na Nova Zelandia, por abelhas A. mellifera, a partir
do néctar da planta Leptospermum scoparium que, leva o mesmo nome popular do mel (ALLEN;

MOLAN; REID, 1991).

3. 4.1 Caracteristicas Fisico-Quimicas do Mel

Ao comparar as caracteristicas fisico-quimicas do mel de 7. clavipes, com os resultados
obtidos por outros autores utilizando mel de outras espécies de abelhas sem ferrdo, pode-se
observar uma similaridade entre os valores de umidade (Tabela 6). Principal caracteristica que
exclui o mel de meliponineos da legislagao atual, elaborada exclusivamente para méis e produtos
oriundos de colonias de Apis mellifera. A acidez total ¢ também frequentemente maior que nos
méis de A. mellifera. Um Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade de M¢éis de
Meliponineos ainda ndo foi elaborado, pois enfrenta alguns problemas, como grande diversidade
de espécies e pouco conhecimento cientifico. Porém ¢ extremamente necessario para regularizar e
garantir a qualidade da crescente producdo e comercializacdo de mel dessas abelhas no Brasil

(KLEINERT et al, 2009).
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Tabela 6 — Caracteristicas fisico-quimicas de méis de abelhas sem ferrdo obtido de regides

diferentes do Brasil e outros paises da América.

Espécie de Abelha pH  Acidez total Umidade HMF
Melipona asilvai 3,3 41,6 29,5 2,44
Melipona beecheii 4,2 59,4 27,0 5,4
Melipona mandacaia 3,3 435 28,8 5,8
Melipona quadrifasciata 4.0 38,5 25,5 3,8
Melipona scutellaris 4.1 31,1 28,6 2,7
Scaptotrigona pachysoma 3,9 66,6 26,9 1,0
Tetragonisca angustula 4,0 54,1 27,9 5,7
Tetragona clavipes* 4,71 65,93 28.8 1,04

* = amostra de mel desta pesquisa

3. 5 Conclusao

O mel de Tetragona clavipes apresentou um potencial antimicrobiano interessante para
usos meédicos e usos em apicultura das zonas temperadas, pois inibiu o crescimento de
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans e Paenibacillus larvae. No entanto, outro trabalho envolvendo maior numero de
amostras, além de pesquisas de campo que avaliardo a eficacia desse mel contra infec¢des de
colonias doentes de A. mellifera, poderao engrandescer o conhecimento adquirido.

As caracteristicas fisico-quimicas encontradas reforgam a necessidade de uma

regulamentacdo técnica especifica para méis de meliponineos.
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4 Conclusao Geral

Manejar e criar esta espécie de abelha requer cuidados particulares, destacando-se os
fatores forideos e frio. E necessario um modelo de caixa, que atenda as exigéncias de conforto
térmico e de dimensionamento para as estruturas internas do ninho como um todo, tanto da area
de cria como da reserva de alimento. Uma base de conhecimento ja foi elaborada para alcangar o
objetivo ainda ndo realizado de observar o potencial de produgdo de mel.

A diversidade da preferéncia polinica da espécie serviu como base para conhecer parte do
seu recurso alimentar. Foram coletadas amostras de plantas nativas e exoticas, demonstrando a
importancia desta abelha para o ecossistema onde ela estd inserida. Surgiu alguns potenciais usos
em polinizagdo de culturas comerciais importantes como Citrus e Amaranthus. Porém, futuros
trabalhos onde as abelhas estejam ao alcance das plantas a serem estudadas sdao os quais servirao
de objetos de estudos dos seus efeitos praticos na polinizacao.

O mel de Tetragona clavipes apresentou atividade contra micro-organismos relevantes da
area médica e da apicultura das zonas temperadas, mas a propolis, a principio, ndo. Tendendo o
mel a se destacar na busca por produtos naturais, que servem como alternativas para o controle
desses micro-organismos cada vez mais resistentes aos antibidticos convencionais. Certamente

outros estudos poderdo esclarescer mais o conhecimento a respeito desses efeitos terapéuticos.



