
UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS 
 

 

 

 

 

 

 

 

JAQUELINE APARECIDA DA SILVA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
CRIAÇÃO IN VITRO DA ABELHA SEM FERRÃO Frieseomelitta varia Lepeletier 1836 

(Apidae, Meliponini) E EFEITOS DE DOSES SUBLETAIS DE GLIFOSATO NA 

MORFOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Alfenas/MG 

2021 



JAQUELINE APARECIDA DA SILVA  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CRIAÇÃO IN VITRO DA ABELHA SEM FERRÃO Frieseomelitta varia Lepeletier 1836 

(Apidae, Meliponini) E EFEITOS DE DOSES SUBLETAIS DE GLIFOSATO NA 

MORFOLOGIA 

 

 

 

 

 
 

Dissertação apresentada como parte dos 

requisitos para obtenção do título de Mestre em 

Ciências Ambientais pela Universidade Federal 

de Alfenas. Diversidade Biológica e 

Conservação e Tecnologias Ambientais 

Aplicadas. 

 

Orientadora: Profª. Drª. Marina 

Wolowski  

Coorientador: Profª. Dr. Angel Roberto 

Barchuk 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Alfenas/MG 

2021 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



JAQUELINE APARECIDA DA SILVA 
 

 

 
 

CRIAÇÃO IN VITRO DA ABELHA SEM FERRÃO Frieseomelitta varia Lepeletier 1836 

(Apidae, Meliponini) E EFEITOS DE DOSES SUBLETAIS DE GLIFOSATO NA 

MORFOLOGIA 

 

A Banca examinadora abaixo-assinada 

aprova a Dissertação apresentada como parte 

dos requisitos para a obtenção do título de 

Mestre em Ciências Ambientais pela 

Universidade Federal   de    Alfenas.    Área de 

concentração: Ciências Ambientais. 

Aprovada em: 22 de janeiro de 2021 

Profa. Dra. Marina Wolowski Torres 

Instituição: Universidade Federal de Alfenas 

 
Profa. Dra. Isabel Ribeiro do Valle Teixeira 

Instituição: Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Sul de Minas 

 
Profa. Dra. Roberta Cornélio Ferreira Nocelli 

Instituição: Universidade Federal de São Carlos 

Documento assinado eletronicamente por Marina Wolowski Torres, Professor do Magistério 

Superior, em 22/01/2021, às 14:12, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no 

art. 6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015. 

Documento assinado eletronicamente por Roberta Cornélio Ferreira Nocelli, Usuário 

Externo, em 22/01/2021, às 14:26, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no 

art. 6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015. 

Documento assinado eletronicamente por Isabel Ribeiro do Valle Teixeira, Usuário 

Externo, em 25/01/2021, às 10:26, conforme horário oficial de Brasília, com fundamento no 

art. 6º, § 1º, do Decreto nº 8.539, de 8 de outubro de 2015. 

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.unifal- 

mg.edu.br/sei/controlador_externo.php? 

acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0, informando o código verificador 

0450956 e o código CRC C54A0AC3. 

 
Folha de Aprovação Doc-PPGCA 0450956      SEI 23087.000537/2021-03 / pg. 1 

http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2015-2018/2015/Decreto/D8539.htm
https://sei.unifal-mg.edu.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0


JAQUELINE APARECIDA DA SILVA 
 

 
 
 
 
 
 

 

CRIAÇÃO IN VITRO DA ABELHA SEM FERRÃO Frieseomelitta varia Lepeletier 1836 

(Apidae, Meliponini) E EFEITOS DE DOSES SUBLETAIS DE GLIFOSATO NA 

MORFOLOGIA 

 

 

 

 

Dissertação apresentada como parte dos 

requisitos para obtenção do título de Mestre em 

Ciências Ambientais pela Universidade Federal 

de Alfenas. Diversidade Biológica e 

Conservação e Tecnologias Ambientais 

Aplicadas. 

 

 

 

 

 

Aprovada em: 22 de janeiro de 2021  

 

Profa. Dra. Marina Wolowski Torres 

Instituição: Universidade Federal de Alfenas 

 
Profa. Dra. Isabel Ribeiro do Valle Teixeira 

Instituição: Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia do Sul de Minas 

 
Profa. Dra. Roberta Cornélio Ferreira Nocelli 

Instituição: Universidade Federal de São Carlos 



AGRADECIMENTOS 
 

 

 

Primeiro de tudo, gostaria de agradecer por todos os obstáculos durante toda a trajetória do 

mestrado, todas as dificuldades impostas me tornaram mais forte e confiante. 

Aos meus pais, Gilda e Benedito, pelo amor incondicional, apoio e incentivo em todos os 

momentos da minha vida. Por acreditarem em mim, e não medirem esforços para a 

concretização dos meus sonhos. Sem vocês, nada disso seria possível. 

Um obrigado especial a Iara, pelo companheirismo e por ser minha melhor amiga desde sempre. 

A minha orientadora Professora Marina Wolowski Torres, pela oportunidade de realizar este 

trabalho. Obrigada pela confiança, aprendizado e pela paciência. Agradeço por me guiar nos 

primeiros passos da Pós-Graduação. 

Ao meu coorientador, Professor Angel Roberto Barchuk, pela sua disponibilidade e apoio 

durante todo o desenvolvimento do projeto. Sua contribuição foi essencial no desenvolvimento 

deste projeto. Muito obrigada! 

Agradeço à Profª. Drª. Roberta Nocelli por ter cedido o ingrediente ativo do herbicida usado 

nesta pesquisa (Auxílio: CNPq Processo: 400540/ 2018 – 5). 

Agradeço ao Prof. Dr. Weyder Cristiano Santana e ao Dr. Dirk Louis Schorkopf por suas 

sugestões sobre a identificação do ácaro. 

Agradeço ao Prof. Dr. José Eustáquio dos Santos Júnior por suas sugestões nas análises 

morfológicas das asas de abelhas com malformações. 

À Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela concessão da 

bolsa de mestrado nos primeiros meses (Código 001). 

À instituição UNIFAL-MG e aos membros do Programa de Pós-Graduação em Ciências 

Ambientais, pela oportunidade e apoio ao longo da Pós-Graduação. 

Agradeço o Auxílio CNPq Processo: 406734/2018-6 e FINEP/PROINFRA 01/2008 pelos 

recursos financeiros e ao Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento (ICB) pela 

disponibilidade dos Laboratórios e Meliponário, sem os quais não seria possível a realização 

deste trabalho. 

Agradeço aos funcionários do Laboratório de Biologia Animal Integrativa - LABAINT pelo 

apoio durante todo o desenvolvimento da dissertação. 

E um agradecimento especial ao Marcos Vieira pela paciência, pela amizade, companheirismo 

e palavras de conforto em períodos difíceis. 



RESUMO 

 

 

 

A polinização é um dos serviços ecológicos essenciais para a manutenção de ambientes naturais 

e agrícolas. Entre os polinizadores, as abelhas Meliponini representam um grupo diverso que 

desempenha um papel ecológico fundamental e estão expostas a vários agrotóxicos tanto em 

ambientes naturais e agrícolas, incluindo o glifosato. Este composto foi concebido e é utilizado 

extensamente como herbicida de amplo espectro. Contudo, publicações recentes têm mostrado 

que o glifosato induz alterações na capacidade cognitiva de abelhas Apis mellifera. Aqui 

hipotetizamos que o glifosato pode promover alterações morfofisiológicas em insetos em 

desenvolvimento e, assim, ser responsável pela diminuição das populações de abelhas, 

incluindo as da espécie nativa Frieseomelitta varia. Como abordagem inicial para testar nossa 

hipótese, definimos dois objetivos fundamentais: (i) Estabelecer um protocolo de criação in 

vitro de operárias de F. varia, o que possibilitaria a realização de ensaios de avaliação dos 

efeitos de agrotóxicos durante o desenvolvimento pós- embrionário; (ii) Determinar alterações 

morfológicas externas em abelhas recém-emergidas sobreviventes a exposição larval. As larvas 

foram criadas em placas de acrílico tipo ELISA (96 poços) em condições controladas de 

humidade e temperatura e alimentadas com alimento larval natural estocado. Nossos resultados 

mostram que as larvas de (L1) alimentadas com 27 μL de alimento foram as que tiveram mais 

sucesso ao considerar as taxas de emergência larval    (87%), possibilitando a emergência de um 

número significativo de operárias (93%) ao longo de 33.3 ± 0.57 dias de desenvolvimento. As 

análises morfológicas de abelhas emergidas indicaram que não há diferenças estatísticas entre 

abelhas criadas in vitro e produzidas naturalmente na colônia. Assim, estes resultados mostram 

a viabilidade do uso dessa espécie de abelhas sem ferrão em estudos ecotoxicológicos e como 

modelo para outras espécies que tenham ecologia semelhantes a F. varia (Capítulo 1). Para 

alcançar nosso segundo objetivo, larvas L1 receberam alimento contendo glifosato para 

determinar alterações morfológicas após a ingestão de herbicida. Nossos resultados mostraram 

que, nas concentrações testadas, o glifosato não é letal para as larvas de F. varia. Embora não 

tenha sido letal, registramos abelhas recém-emergidas tratadas 1000 ng / 27 μL de alimento 

larval com malformações nas asas. Estes resultados indicam que o herbicida glifosato é um 

estressor e afeta o desenvolvimento pós-embrionário de   abelhas F. varia (Capítulo 2). 

Finalmente, durante o manuseio das colônias de F. varia registramos pela primeira vez 

populações do ácaro Tyrophagus putrescentiae com comportamento parasítico, causando 

enfraquecimento e consequentemente a mortalidade de todas as colônias em que o ácaro foi 

registrado (Capítulo 3). Nossos resultados mostram queF. varia é sensível ao glifosato e à 

infestação por ácaros e sugerem a necessidade da realização de experimentos que permitam 

determinar detalhes das interações ecológicas entre as abelhas e o ácaro e dos efeitos da 

exposição ao glifosato durante todo o período de desenvolvimento da abelha. Em conjunto, o 



 

corpo de conhecimentos obtido contribuirá para o planejamento de ações de conservação das 

populações de abelhas e, consequentemente, a manutenção dos serviços de polinização. 

 
Palavras-chave: Abelhas sem ferrão; Protocolo; Produção de operárias; Herbicida; 

Parasitismo; Conservação. 



RESUMO 

 

 

 

Pollination is one of the essential ecological services for maintaining natural and agricultural 

environments. Among pollinators, such as Meliponini bees represent a diverse group that plays 

a fundamental ecological role and are exposed to various pesticides in both natural and 

agricultural environments, including glyphosate. This compound has been designed and is used 

extensively as a broad spectrum herbicide. However, recent publications show that glyphosate 

has changed in the cognitive capacity of Apis mellifera bees. Here we hypothesize that 

glyphosate can promote morphophysiological changes in developing insects and thus be 

responsible for reducing bee populations, including how the native species Frieseomelitta varia. 

As an initial approach to test our hypothesis, we defined two fundamental objectives: (i) 

Establish an in vitro breeding protocol for F. varia workers, which would make it possible to 

carry out tests to evaluate the pesticide effects during post-embryonic development; (ii) 

Determine external morphological changes in newly emerged bees surviving larval exposure. 

The larvae were formed in acrylic ELISA plates (96 wells) under controlled conditions of 

humidity and temperature and fed with natural stored larval food. Our results show that (L1) 

larvae fed with 27 μL of food were the most successful when considering larval emergence 

rates (87%), enabling the emergence of a significant number of workers (93%) over the course 

of 33.3 ± 0.57 days of development. The morphological analyzes of emerged bees indicated 

that there are no statistical differences between bees in vitro and in vivo. Thus, these results 

show the feasibility of using this species of stingless bees in ecotoxicological studies and as a 

model for other species that have an ecology similar to F. varia (Chapter 1). To achieve our 

second objective, L1 larvae received food containing glyphosate to determine morphological 

changes after ingesting the herbicide. Our results hindered that, in the tested options, glyphosate 

is not lethal to F. varia larvae. Although it was not lethal, we recorded newly emerged bees 

treated 1,000 ng / 27 μL of food with malformations in the wings. These results indicate that 

the herbicide glyphosate is a stressor and affects the post- embryonic development of F. varia 

bees (Chapter 2). Finally, during the handling of F. varia colonies, we first registered the 

predators of the mite Tyrophagus putrescentiae with parasitic behavior, causing weakening and 

consequently the mortality of all colonies in which the mite was registered (Chapter 3). Our 

results show that F. varia is sensitive to glyphosate and mite infestation and obtains the need to 

carry out experiments that show details of the ecological interactions between bees and the mite 

and the effects of exposure to glyphosate throughout the development period of the Bee. 

Together, the body of knowledge found will contribute to the planning of conservation actions 

for bee populations and, consequently, the maintenance of pollination services. 

 



 

Keywords: Stingless bees; Protocol; Production of workers; Herbicide; Parasitism; 

Conservation. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
 

Estima-se que existam mais de quatro mil gêneros e aproximadamente 20 mil espécies 

de abelhas distribuídas em diferentes regiões do mundo (Michener 2013). O Brasil, por suas 

proporções continentais e ricos ecossistemas, possui aproximadamente 5.000 dessas espécies 

distribuídas em cinco famílias (Silva et al. 2015). Dentre as espécies de abelhas no país, a 

família Apidae se destaca por sua notável riqueza de espécies. Essa família é subdividida em 

cinco subfamílias, como Apinae Latreille, que inclui a tribo Meliponini (Moure 2015), na qual 

já foram registradas aproximadamente 244 espécies. As abelhas sem ferrão merecem atenção 

especial como um recurso socioeconômico valioso (Pedro 2014), pois são polinizadores 

eficientes e, portanto, essenciais para a conservação de várias espécies de plantas e sua fauna 

associada (Kerr et al. 2001). No Brasil, as abelhas sem ferrão estão associadas a 101 espécies 

de cultivos relacionados à produção de alimentos, das quais 41 espécies de abelhas são 

reconhecidas como polinizadoras e 12 espécies já tiveram seu manejo testado em áreas agrícolas 

para suplementar o serviço ecossistêmico de polinização (BPBES/REBIPP 2019). 

Contudo, o serviço ecossistêmico de polinização está comprometido com o declínio 

crescente dos polinizadores, o que consequentemente gera impactos negativos. As causas do 

declínio parecem envolver vários fatores, incluindo patógenos, como o ácaro Varroa, redução 

e perda de habitat, competição por recursos com espécies invasoras, práticas agrícolas 

agressivas (incluindo o uso inadequado de agrotóxicos) entre outros. De modo geral, as ameaças 

mais significativas aos polinizadores e à polinização estão relacionadas à fragmentação e perda 

de habitat (Viana et al. 2012) e ao uso de agrotóxicos (Nocelli et al. 2011). No Brasil, os 

impactos potenciais do declínio dos polinizadores incluem: impactos diretos e indiretos na 

produção agrícola, impactos na biodiversidade e impactos na diversidade biocultural 

(BPBES/REBIPP 2019). 

O uso de agrotóxicos tem sido citado como uma das causas mais plausíveis para explicar 

o declínio de populações de abelhas. Alguns dos efeitos tóxicos dos agrotóxicos nas abelhas 

são alterações no sistema nervoso, que podem causar a morte por paralisia ou hiperexcitação 

(Jacob et al. 2015). Além disso, a intoxicação por agrotóxicos tem sido frequentemente 

associada a desorientação, mudanças comportamentais de curto e longo prazo (Meixner et al. 

2010), redução da expectativa de vida, desenvolvimento larval alterado, mudanças no 

metabolismo celular e inibições enzimáticas (Desneux et al. 2007), alterações cognitivas que 

causam danos na colônia, como motilidade reduzida, perda de capacidade de comunicação e 

aprendizagem e forrageamento limitado (Bortolliet et al. 2003) e deformações em adultos 

(Barbosa et al. 2015). Outras evidências científicas mostraram que o herbicida glifosato, 

herbicida mais utilizado no mundo (Benbrook 2016; Duke e Powles 2008), pode afetar abelhas 
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sociais Apis mellifera e abelhas sem ferrão (e.g., A. mellifera Vázquez et al. 2020; M. 

quadrifasciata Seide et al. 2018). A alta taxa de uso de glifosato em cultivos agrícolas cria o 

potencial de contaminação generalizada do meio ambiente (Bai e Ogbourne 2016). O glifosato 

é usado nas lavouras em grandes quantidades durante todo o período de forrageamento das 

abelhas e é encontrado no ar, na água e em partes das plantas visitadas pelas abelhas, como 

flores e botões florais, potencialmente contaminando o néctar coletado pelas abelhas de plantas 

contaminadas (CFE 2014). Assim, as abelhas podem voltar para a colônia com recursos 

contaminados que serão processados pelas abelhas nutrizes e oferecidos às ninhadas (Rortais et 

al. 2005; Hartfelder et al. 2006), causando danos em estágios pós- embrionários (Barbosa et al. 

2015; Rosa et al. 2016; Tavares et al. 2017). Desta forma, é importante destacar outras fases da 

vida das abelhas, além das forrageadoras, para serem consideradas nas avaliações de risco, 

incluindo a exposição durante a fase larval, pela ingestão alimentar (Rosa-Fontana et al. 2020; 

Rosa et al. 2016; Dorigo et al. 2019). 

Atualmente, os estudos sobre os efeitos subletais e letais das diversas classes de 

agrotóxicos sobre as abelhas nativas e A. mellifera, são desenvolvidos principalmente a partir 

de ensaios in vitro, em comparação com o grupo controle livre de agrotóxicos. Vários estudos 

já demonstraram efeitos subletais e letais de agrotóxicos em abelhas sem ferrão em estágios 

imaturos e adultos, como Scaptotrigona postica Latreille 1807 (Rosa-Fontana et al. 2020; Jacob 

et al. 2013; Jacob et al. 2019, Soares et al. 2015), Scaptotrigona xanthotricha Moure 1950 

(Ferreira et al. 2020); Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 (Moreira et al. 2018; Dorneles 

et al. 2017); Scaptotrigona mexicana Guérin-Méneville 1845 (Toledo- Hernández et al. 2016), 

Melipona scutellaris Latreille 1811 (Prado et al. 2020; Domingues et al. 2020; Dorigo et al. 

2019; Nocelli et al. 2019; Lourenço et al. 2012a, b; Costa et al. 2015; Mc Cabe et al. 2017; 

Melipona quadrifasciata Lepeletier 1863 (Costa et al. 2020; Brito et al. 2020; Piovesan et al. 

2020; Viana et al. 2020; Seide et al. 2018; Boff et al. 2018; Prado et al. 2018; Ravaiano et al. 

2018, Barbosa et al. 2015, Tomé et al. 2015; Sarto et al. 2014; Tomé et al. 2012), Melipona 

colimana Ayala 1999 (Macías-Macías et al. 2020); Melipona mexicana             Guérin-Méneville 1845 

(Gomez-Escobar et al. 2018), Melipona beecheii Bennett 1831 (Toledo-Hernández et al. 2016; 

Valdovinos-Nunez et al. 2009), Partamona helleri Friese 1900 (Botina et al. 2019; Araújo et 

al. 2019a, b; Bernardes et al. 2018), Trigona nigra Schwarz 1940 (Valdovinos-Nunez et al. 

2009), Tetragonisca angustula Latreille 1811 (Rosa- Fontana et al. 2020; Toledo-Hernández 

et al. 2016), Tetragonisca fiebrigi Schwarz 1938 (Piovesan et al. 2020; Padilha et al. 2020; 

Dorneles et al. 2017), Scaptotrigona bipunctata Lepeletier 1836 (Moreira et al. 2018), Plebeia 

droryana Friese 1900 (Otesbelgue et al. 2018), Hypotrigona ruspolii Magretti 1898 (Abraham 

et al. 2018), Scaptotrigona Depilis Moure 1942 (Rosa et al. 2016); Friesella schrottyi Friese 

1900 (Rodrigues et al. 2016); Plebeia lucii Moure 2004 (Marquez et al. 2020); Plebeia emerina 

Friese 1900 (Padilha et al. 2020); Plebeia droryana Friese 1900 (Santos et al. 2016). 

Para as avaliações dos efeitos em abelhas sem ferrão adultas, é possível realizar os 
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experimentos adaptando os protocolos já disponíveis para A. mellifera (OECD 1998 a, b). No 

entanto, para as larvas, os sistemas de alimentação são completamente diferentes, os protocolos 

de criação devem ser também ajustados (Dorigo et al. 2019). Por exemplo, na abelha sem ferrão 

Frieseomelitta varia, comumente conhecida como marmelada, nosso modelo de estudo, o 

mecanismo de determinação de castas depende exclusivamente da quantidade de alimento 

larval fornecido às larvas em desenvolvimento (Baptistella 2009, 2012). As larvas que têm 

acesso somente ao alimento da sua célula se desenvolvem em operárias, por outro lado, aquelas 

que se alimentam de uma dose extra de alimento larval aprovisionado em uma célula adjacente 

tornam-se rainhas (Terada 1974; Faustino et al. 2002). Por esses motivos, é necessário 

desenvolver protocolos para a criação in vitro de castas específicas (machos, fêmeas e rainhas), 

adaptando o método para estudos de avaliações de efeitos subletais e letais para a espécie. 

Desta forma, diante da importância dos meliponíneos no contexto ecológico e 

econômico, da escassez de estudos referentes aos efeitos do glifosato em abelhas sem ferrão e 

visando preencher essa lacuna de conhecimento e contribuir para a conservação de abelhas 

nativas, o presente trabalho está organizado em três capítulos. O capítulo I é um protocolo de 

criação in vitro com objetivo de adaptar o método de produção de rainhas para a produção de 

operárias, oferecendo volumes de 25 e 27 µL de alimento larval e avaliando parâmetros como 

viabilidade de ovos e larvas de primeiro ínstar transferidas para placas de acrílico, taxa de 

emergência e mortalidade, tempo de desenvolvimento e parâmetros morfológicos como peso e 

tamanho da cabeça das operárias que emergiram em até 24 horas. Para comparação e validação 

do método, foram utilizadas abelhas operárias emergidas de células de cria naturais (in vivo).  

Após a padronização deste protocolo (Capítulo I), o capítulo II    é um estudo com o 

objetivo de demonstrar os efeitos subletais do glifosato em operárias produzidas in vitro após a 

ingestão oral de alimento larval contaminado com glifosato. 

Apesar de F. varia ser uma abelha nativa sem ferrão, estudos de polinização em 

ambientes agrícolas e avaliações de riscos de agrotóxicos sobre a espécie ainda são escassos. 

Estudos prévios têm demonstrado que a espécie é generalista, coletando recursos de várias 

espécies de plantas e contribuindo na reprodução de plantas em áreas urbanas (Marques- Souza 

2010; Aleixo et al. 2013), o que pode indicar que a espécie em áreas naturais possivelmente 

possa apresentar o mesmo comportamento, forrageando em áreas agrícolas ou em torno em 

busca de recursos, podendo ser expostas a agrotóxicos, como o glifosato. Os resultados deste 

estudo corroboram com a literatura demonstrando que F. varia apresenta biologia diferente de 

A. mellifera e contribuirão no entendimento sobre o impacto do glifosato na morfologia desta 

abelha nativa.  

No capítulo III, apresentamos, pela primeira vez, o registro da ocorrência de populações 

do ácaro Tyrophagus putrescentiae e seu impacto negativo nas colônias de F. varia. Esperamos 

que estudos futuros visem determinar o detalhamento das interações ecológicas entre as 

espécies de abelhas e este ácaro, o que poderá contribuir para o planejamento de ações de 
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conservação das populações de abelhas e, consequentemente, a manutenção dos serviços de 

polinização. 
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RESUMO 

Atualmente, protocolos já estabelecidos para Apis mellifera estão sendo adaptados para 

avaliação de riscos de agrotóxicos em abelhas sem ferrão. Para preencher essa lacuna de 

conhecimento e contribuir para o planejamento de ações de conservação de abelhas nativas sem 

ferrão, utilizamos Frieseomelitta varia como modelo de estudo, com o objetivo de adaptar o 

método já descrito para a produção in vitro de rainhas para a produção de operárias, oferecendo 

volumes de 25 e 27 µL de alimento larval. Avaliamos os parâmetros viabilidade de ovos e larvas 

transferidas para placas de acrílico, emergência e mortalidade, tempo de desenvolvimento e 

parâmetros morfológicos como peso corporal e tamanho das operárias emergentes. Para 

comparação e validação do método, foram utilizadas abelhas operárias emergidas na colônia. 

Os resultados indicaram que o volume de 27 µL de alimento larval foi mais bem sucedido, 

promovendo o desenvolvimento de 93% das larvas transferidas ao longo de 33 dias. As análises 

morfológicas indicaram que não há diferenças significativas entre as operárias emergentes 

produzidas in vitro e as produzidas na colônia. O protocolo descrito resultou em taxas de 

emergência bem acima das estabelecidos pela OECD e das obtidas por outros estudos, 

sugerindo que pode ser usado para a criação de operárias de F. varia e uso em estudos 

ecotoxicológicos, servindo como modelo para outras espécies que tenham biologia 

semelhantes.

mailto:jaqueline.a.silva28@gmail.com
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ABSTRACT 

 

Currently, protocols already established for Apis mellifera are being adapted to assess the 

risks of pesticides in stingless bees. To fill this knowledge gap and contribute to the planning 

of conservation actions for native stingless bees, we used Frieseomelitta varia as a study model, 

with the aim of adapting the method already described for the in vitro production of queens for 

the production of workers, offering volumes of 25 and 27 µL of larval food. We evaluated 

parameters such as viability of eggs and larvae transferred to acrylic plates, emergence and 

mortality, development time and morphological parameters such as body weight and size of the 

workers that emerged. For comparison and validation of the method, worker bees emerged in 

vivo were used. After analyzing the parameters, the results indicated that the volume of 27 µL 

of larval food was more successful, supporting the development of several workers over 33 

days. After the morphological analyzes of the parameters of weight and head width of workers 

fed with 27 µL of larval food, the results indicated that there are no significant differences 

between the emerging workers produced in vitro and in vivo. The described protocol resulted 

in emergency rates well above those established by the OECD and those obtained by other 

studies, suggesting that it can be used for the breeding of F. varia workers and used in 

ecotoxicological studies, serving as a model for other species that have similar biology. 

 

Key words: Marmalade; Larval food; Phases of development; Differentiation of caste; 

Production of workers; Standardization of Method; Conservation of bees. 

 
Introdução 

 

A polinização é um serviço ambiental crucial para a manutenção de ecossistemas 

naturais e agrícolas (Costanza et al. 1997; Ricketts et al. 2008) e a vasta biodiversidade global, 

incluindo espécies cultivadas, só pode ser preservada garantindo a diversidade de polinizadores 

(Kevan, 1999; Goulson et al. 2015). No Brasil, o valor do serviço ecossistêmico   de polinização 

prestados por morcegos, mariposas, vespas, borboletas, moscas, besouros e abelhas para a 

produção de alimentos gira em torno de R$ 43 bilhões por ano (BPBES/REBIPP 2019), e 

dentre esses animais, as abelhas são particularmente importantes na produção de alimentos 

(Klein et al. 2007). 

No Brasil, são encontradas aproximadamente 244 espécies de abelhas sem ferrão 

(Hymenoptera: Apidae, Meliponini) (Pedro 2014). Estas abelhas são responsáveis por 30% da 
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polinização da Caatinga brasileira e Ecossistemas do Pantanal, e até 90% da polinização de 

algumas espécies de plantas da Mata Atlântica e Amazônia (Kerr et al. 1999, 2001). Em áreas 

agrícolas, essas abelhas são importantes para a polinização de berinjela (Solanum melongena) 

(Nunes-Silva et al. 2013), café (Coffea arabica) (Nogueira-Neto et al. 1959), goiaba (Psidium 

guajava) (Alves e Freitas 2006), maçã (Malus domestica) (Viana et al. 2014), pimentão 

(Capsicum annuum) (Cruz et al. 2005; Faria Júnior et al. 2008; Roselino et al. 2010) e tomate 

(Solanum lycopersicum) (Del Sarto et al. 2005; Bartelli e Nogueira-Ferreira 2014). 

Brasil é considerado um dos maiores consumidores de agrotóxicos do mundo 

(Fernandes et al. 2020) e investigar os possíveis impactos negativos desses produtos químicos 

na diversidade de abelhas nativas sem ferrão é de extrema importância para o planejamento de 

ações de conservação. No Brasil, os protocolos de avaliação de risco de agrotóxicos são 

baseados nos padrões da OECD (Organization for Economic Cooperation and Development) 

para Apis mellifera (larvas e adultos) (OECD 2013; OECD 1998a, b), mesmo com a riqueza de 

espécies de abelhas sem ferrão do país. Portanto, há uma discussão entre os pesquisadores e 

órgãos governamentais se A. mellifera é uma abelha que pode substituir as espécies de abelhas 

sem ferrão brasileiras em avaliação de riscos de agrotóxicos, já que estudos têm mostrado que 

abelhas nativas diferem de A. mellifera em sua sazonalidade de emergência, expectativa de vida, 

grau de socialidade, comportamento de forrageamento, nidificação (Boyle et al. 2019) e 

diferenças nas vias de exposição à agrotóxicos  (Cham et al. 2019). Outros estudos mostraram 

que também existem diferenças nos sistemas    de alimentação (e.g., abelhas sem ferrão 

Hartfelder et al. 2006; Roubik 1982) e (e.g., A. mellifera Haydak 1970), e diferenças na 

sensibilidade a serem consideradas em resposta à toxicidade a agrotóxicos entre A. mellifera e 

algumas espécies de abelhas sem ferrão (e.g., Jacob et al. 2013; Lourenço et al. 2012a, b; Costa 

et al. 2015; Soares et al. 2015; Lima et al. 2016; Bernardes et al. 2018; Boff et al. 2018; Moraes 

et al. 2018; Moreira et al. 2018; Ravaiano et al. 2018; Seide et al. 2018; Otesbelgue et al. 2018; 

Jacob et al. 2019). 

Diante da preocupação dos pesquisadores e órgãos governamentais em encontrar uma 

espécie de abelha sem ferrão que possa ser representativa para outras espécies de abelhas 

nativas, vários protocolos estão sendo adaptados para avaliar os riscos de agrotóxicos em 

espécies de abelhas sem ferrão. Alguns estudos modificaram protocolos já disponíveis para A. 

Mellifera  OECD (1998a, b), usando alimentadores de xarope (exposição oral) e/ou por uma 

gota no tórax (aplicação tópica), para a avaliação de risco de diferentes classes de agrotóxicos  

em várias espécies de abelhas nativas sem ferrão (e.g., Padilha et al. 2020; Piovesan et al. 2020; 

Brito et al. 2020; Nocelli et al. 2019; Jacob et al. 2013). 

Recentemente, também foi proposto um possível protocolo para a criação in vitro de 

larvas de abelha sem ferrão Melipona scutellaris, Scaptotrigona postica e Tetragonisca 

angustula para estudos toxicológicos (Dorigo et al. 2019; Rosa-Fontana et al. 2020), baseado 

no método de criação larval de A. mellifera (OECD 2013), com base no trabalho de Aupinel 
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et al. (2005, 2007). As abelhas M. scutellaris e Scaptotrigona postica, citadas anteriormente, 

utilizadas para possível padronização de métodos de criação in vitro de larvas, estão entre as 

cinco espécies brasileiras com grande potencial para serem utilizadas como organismos 

modelos na avaliação de risco de agrotóxicos (Viana-Silva 2017). 

Para Frieseomelitta varia (Lepeletier 1836), nosso modelo de estudo, há evidências de 

que a quantidade de alimento larval ingerido pelas larvas é um fator importante na determinação 

de castas e, graças a isso, foi possível desenvolver métodos de criação in vitro de rainhas dessa 

espécie desenvolvidas por Baptistella e colaboradores (2009; 2012). Embora esse estudo tenha 

sido muito importante para a compreensão da determinação de castas e da quantidade de 

alimento larval presente em cada célula de cria, o foco foi exclusivamente a produção in vitro 

de rainhas e a multiplicação de colônias. Apesar de  no estudo de Baptistella e colaboradores 

(2009; 2012) operárias tenham surgido ao acaso, vários aspectos do método ainda precisam ser 

ajustados para a produção de operárias em condições de laboratório. Além disso, as variáveis 

biológicas das abelhas in vitro emergidas ao acaso não foram medidas e comparadas com as 

operárias emergidas naturalmente na colônia.  

Mais além, ainda são escassos os dados na literatura sobre a espécie em relação às 

culturas associadas e estudos relacionados à avaliação de risco de agrotóxicos. À medida que 

avançam os estudos sobre a biologia de F. varia, lacunas de conhecimentos são preenchidas 

sobre a espécie. Estudos futuros deverão investigar  a associação da espécie com ambientes 

agrícolas, o que permitirá compreender quais são as rotas de exposição da espécie aos 

agrotóxicos e quais são as classes de agrotóxicos que   têm mais contato durante o forrageamento 

e, consequentemente, avaliar os efeitos desses agrotóxicos sobre a espécie. Com bases nessas 

informações, essa e outras espécies de abelhas nativas sem ferrão, até o momento excluídas da 

matriz de seleção (Viana-Silva et al. 2017), poderão ser consideradas em um futuro próximo, 

contribuindo para uma melhor e mais robusto processo de análise de avaliação de riscos aos 

agrotóxicos e na elaboração de ações de conservação das populações de espécies de abelhas 

sem ferrão. Por esses motivos, é imprescindível preencher as lacunas de conhecimento e, uma 

possível padronização ou aprimoramento de uma técnica para criação in vitro de abelhas sem 

ferrão pode simular os efeitos reais dos agrotóxicos sobre F. varia na natureza, permitindo o 

planejamento de ações de conservação da espécie e, consequentemente, manutenção dos    

serviços de polinização. 

Aqui testamos modificações do protocolo de Baptistella e colaboradores (2009; 2012) 

para o estabelecimento de um protocolo de criação in vitro de operárias de F. varia. Os 

experimentos  focaram no volume de alimento larval ideal para a produção de operárias (aquele 

que permitiu o maior número de operárias emergidas), o teste de viabilidade de ovos e larvas 

no primeiro ínstar larval transferidos para placas de acrílico, o tempo de desenvolvimento e a 

influência da produção in vitro no peso corporal e largura da cabeça de abelhas em comparação 

com as abelhas emergidas naturalmente na colônia. Esta abordagem permite que o protocolo 
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resultante possa ser utilizado em estudos ecotoxicológicos com F. varia e com espécies de 

abelhas sem ferrão que apresentem semelhança biológica. 

 

Material e Metódos 

 

 
Sistema de estudo 

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Alfenas, Campus Sede (MG, 

Brasil), localizada no centro urbano da cidade (21°25'14,6"S, 45°56'52,8"W). A espécie de 

estudo foi Frieseomelitta varia (Lepeletier, 1836). Esta espécie é uma abelha de médio porte 

(aprox. 0,4 mm), vive em colônias perenes e apresenta aproximadamente 300 indivíduos no 

ninho. Os ovos e as larvas utilizados nas transferências foram obtidos de colônias de 

Frieseomelitta varia (Lepeletier, 1836) estabelecidas no Meliponário Experimental há 

aproximadamente três anos. Os indivíduos desta espécie de abelha são de médio porte (aprox. 

0,4 mm), vivem em colônias perenes de aproximadamente 300 indivíduos. Para a escolha das 

três colônias da espécie em que o material biológico foi retirado, foram considerados requisitos 

como: colônias com ausência de doenças ou  parasitas, colônias geneticamente não relacionadas, 

com base no número de células recém construídas, rainhas fortes e que apresentaram maior 

número de operárias. 

Coleta e armazenamento do alimento larval 

Para a alimentação de operárias criadas in vitro, foi utilizado o alimento presente nas 

células de cria recém construídas na colônia, identificadas pela coloração marrom-escuro de 

suas paredes. Módulos de madeira contendo células de cria recém operculadas foram retirados 

das colônias e levados ao laboratório. As células contendo ovos foram desoperculadas com 

pinça   e os ovos foram seguidamente removidos. Em seguida, o alimento foi coletado com uma 

micropipeta automática (100 µL) e transferido para um microtubo de 1 mL. Após a coleta do 

alimento, o microtubo foi armazenado no freezer a - 20ºC, onde foi mantido até o uso. A coleta 

de alimentos nas três colônias, estabelecidas como réplicas, foi realizada a cada 15 dias.   Durante 

as coletas, nem todas as células de cria das colônias contendo ovos foram desoperculadas, 

deixando-as intactas para que novos indivíduos pudessem se desenvolver e emergir, desta 

forma, as colônias não enfraqueceram durante os experimentos. 

 

Volume de alimento larval e transferência de amostras biológicas 

Nesta etapa foi utilizada a técnica modificada de produção in vitro de rainhas F. varia. 

Sabendo que cada célula de cria contêm aproximadamente 26,7 μL de alimento larval (para 

maiores detalhes ver Baptistella et al. 2009; 2012), volumes de alimento larval de 25 e 27 µL 

foram testados para a produção de operárias e, o volume de alimento larval com maior taxa de 
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emergência de abelhas na fase larval e abelhas emergentes, de acordo com Dorigo e 

colaboradores (2019) e OECD (2013), foi padronizado para a avaliação dos parâmetros 

biológicos e para validação do método. 

Para os experimentos, foram utilizadas placas de acrílico do tipo ELISA, com 96 poços, 

medindo 0,7 mm de diâmetro e 1 cm de profundidade e volume total de 400 µL. Durante a 

transferência de ovos ou larvas não é possível distinguir as células de cria nas quais as operárias, 

rainhas ou machos irão emergir. Para avaliar a viabilidade da transferência de ovos in vitro para 

a produção de operárias, volumes de 25 e 27 µL de alimento larval foram transferidos para os 

poços da placa de acrílico com auxílio de uma micropipeta (100 µL), e, em seguida, células de 

cria recém construídas de coloração marrom escuro foram desoperculadas e os ovos foram 

transferidos com a ajuda de uma agulha de transferência e depositados cuidadosamente sobre o 

alimento larval. Para cada volume larval, foram utilizadas três placas de acrílico, com três 

repetições em cada uma (triplicatas), contendo 10 ovos transferidos de três colônias diferentes, 

totalizando 90 ovos para cada volume de alimento larval. 

Além da transferência de ovos para avaliação da viabilidade, larvas de primeiro ínstar 

larval (recém-eclodidas, L1) também foram transferidas para placas de acrílico utilizando o 

mesmo método da transferência de ovos. Nesse experimento, para cada volume de alimento 

larval, foram utilizadas três placas de acrílico, com três repetições e cada uma contendo 10 

larvas, totalizando 180 larvas para cada volume de alimento larval. O número de ovos e larvas 

utilizados foi o disponível de acordo com o número de indivíduos das colônias desta espécie 

(aproximadamente 300). Os experimentos de coleta de ovos e larvas não foram realizados 

simultaneamente e, as colônias das quais o alimento larval foi retirado, foram utilizadas para a 

obtenção de ovos e larvas. 

Após a transferência, as placas com ovos ou larvas foram colocadas dentro de um 

recipiente de plástico, seladas com filme de PVC e os recipientes foram tampados. Durante os 

experimentos in vitro, observamos que a maioria das larvas transferidas em  ambos os volumes 

de alimento larval não consumiram completamente o alimento presente nas   cavidades das 

placas, durante o período de 5,3 ± 0,75 dias (média ± desvio padrão), deixando restos de 

alimento larval nas células artificiais. Após o período de alimentação, 4 dias depois (9 ± 1), as 

larvas iniciaram o período de defecação e após isso, observou-se a proliferação de fungos, 

causando a mortalidade de algumas abelhas nesta fase de desenvolvimento.  

Com a presença de microrganismos nas placas devido aos restos de alimento larval e 

excreta das larvas, estas foram transferidas com o auxílio de um palito com barbante adaptado 

para captura de larvas (Figura 1, E), e foram colocadas em outras placas de acrílico limpas e 

esterilizadas (Figura 1, F) e,   consequentemente, o sucesso nas taxas de emergência deveu-se à 

transferência das larvas para outros recipientes e também pela criação do método de captura de 

larvas para posterior transferência. A adaptação do palito com barbante para captura das larvas, 

ao contrário da pinça não lesionou seus corpos no momento da transferência e, 
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consequentemente, não houve mortalidade das larvas após a definição deste método (Figura 2). 

Figura 1. Procedimentos realizados para transferência de larvas para placas de acrílico limpas e esterilizadas. A) 

A seta (1) indica restos de alimento deixados durante o final do período de alimentação e (2) indica o início de 

defecação larval. B) Preparo das larvas para transferência, seta (3) indica larvas dentro das cavidades da 

placa com presença de restos de alimento larval e no período de defecação e (4) indica papel toalha. 

C) A seta (5) indica a placa de acrílico com as cavidades voltadas para baixo e (6) papel toalha D) 

Larvas transferidas para papel toalha. E) A seta (8) indica a coleta de larvas e (9) Palito com barbante antisséptico 

adaptado para capturar as larvas. F) Larvas  transferidas para placas de acrílico limpas e esterilizadas. Fonte própria. 

 

Figura 2. Criação de um método de captura de larvas. A) A seta (1) indica o palito e (2) indica a linha anti- séptica 

ajustada ao palito. B) A seta (3) indica uma fita adesiva (qualquer fita pode ser usada). C) A fita foi enrolada em 

volta do palito, prendendo a linha ao palito. D) Método de captura de larvas (as larvas têm formato de “C” e se 

encaixam perfeitamente com o método de captura com linha. 

 

A umidade                  foi controlada de acordo com Menezes e colaboradores (2013). Todas as 

amostras foram acondicionadas em estufa de incubação tipo BOD (demanda bioquímica de 
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oxigênio) a 30ºC e com 99% de umidade relativa durante o período de alimentação das larvas. 

A umidade foi reduzida para 75% durante os dias adicionais de desenvolvimento. Foi 

adicionada uma solução de cloreto de sódio (NaCl) em um pote plástico com água destilada 

presente dentro da estufa para que a umidade fosse controlada. A solução saturada de NaCl 

presente na estufa foi substituída a cada sete dias para evitar qualquer tipo de proliferação de 

microrganismos, de modo que a saúde das larvas e ovos nos experimentos não fossem afetadas. 

Os parâmetros físicos foram registrados com um termo-higrômetro. Diariamente, enquanto as 

abelhas transferidas eram monitoradas em estereomicroscópio (Carl-Zeiss-Promenade 10), os 

indivíduos mortos com coloração escura eram removidos das placas com o auxílio de cotonetes. 

 
Parâmetros para validação do método 

Após a padronização do volume de alimento larval (µL)  e a fase de desenvolvimento 

de transferência viável para a produção de operárias in vitro, considerando a taxa de 

emergência de larvas e emergência de operárias, foi necessário determinar alguns parâmetros 

temporais para a validação do método de criação in vitro, tais como: tempo do período de 

defecação, tempo de desenvolvimento e a emergência de adultos. Essas variáveis foram 

observadas e registradas diariamente após a transferência das larvas.  Assim, foi possível 

comparar nossos resultados com as taxas de mortalidade de larvas e emergência de operárias já 

obtidas para a abelha sem ferrão Melipona scutellaris (Dorigo et al. 2019) e para A. mellifera 

(OECD 2013) criadas in vitro a partir do primeiro ínstar larval. 

Para comparar as abelhas emergidas in vitro com as obtidas na colônia e verificar 

possíveis alterações morfológicas decorrentes da criação in vitro, foram registrados o peso 

individual das abelhas e  a largura da cabeça das mesmas. Para comparação de abelhas in vitro 

com abelhas obtidas na colônia, 10 células de cria com coloração amarelo claro, com abelhas 

no estágio (Pbd) visíveis - olho marrom escuro, corpo com apêndices bem pigmentados, tórax 

e abdômen claros (Hartfelder et al. 2006) foram removidas cuidadosamente de três colônias 

(totalizando 30 abelhas) e levadas para o laboratório e colocadas nas mesmas condições de 

temperatura e umidade dos demais experimentos até a emergência de adultos para posterior 

análises. Para o número amostral in vitro, também foram usadas 30 abelhas. 

O peso individual das operárias in vitro e obtidas na colônia foi avaliado 24 h após a 

emergência em balança analítica modelo ALC – 210.4. As mesmas abelhas que foram pesadas 

foram utilizadas para análise da largura da cabeça. Para isso, os corpos das operárias foram 

ajustados e colocados em placas de Petri com fundo preto e fotografados com câmera digital 

acoplada em estereomicroscópio (Carl-Zeiss-Promenade 10). As fotografias foram utilizadas 

para realizar a medição da largura da cabeça com auxílio do software ImageJ versão 1.8. O 

tempo de desenvolvimento in vitro também foi monitorado diariamente para 30 abelhas (10 / 

experimento) apenas para o volume larval em que foi obtida a maior taxa de sobrevivência 

larval / emergência de operárias. 
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Análises estatísticas 

Os dados relativos ao número amostral de larvas transferidas para placas de acrílico nos 

dois volumes de alimento larval (μL), a sobrevivência, a mortalidade e a emergência de ovos / 

larvas no 5º dia de experimento (após o consumo total do alimento larval fornecido) e as 

variáveis biológicas como peso e largura da cabeça foram analisados em ambiente R (R Core 

Team 2016). As premissas de normalidade dos dados foram testadas por meio do teste de 

Shapiro-Wilk. Para dados normais usamos análise de variância (ANOVA) e o teste de Kruskal-

Wallis para dados que não apresentaram distribuição normal. Os valores de probabilidade foram 

considerados significativos quando menores que 5% (p < 0,05). 

 
Resultados 

 
 

Viabilidade de ovos transferidos 

Testamos a viabilidade de ovos para a produção de operárias in vitro de F. varia e os 

resultados indicaram que os dados de mortalidade de ovos e dos poucos sobreviventes que se 

tornaram operárias, transferidos nos volumes de 25 e 27 μL de alimento larval, não seguiram 

uma distribuição normal (W = 0,828, p = 0,003). Quando foi usado o protocolo com 25 μL de 

alimento larval, foi obtida uma taxa de 12% de emergência e registrada a mortalidade imediata 

de 88% de ovos após a transferência (n = 90). Com o volume de 27 μL de alimento larval foi 

obtida uma taxa de 10% na emergência e 90% de mortalidade de indivíduos (n = 90). O teste 

de Kruskal-Wallis indicou que não há diferenças estatísticas entre os experimentos e que os 

volumes 25 e 27 µL não influenciaram na sobrevivência de ovos ou no número abelhas 

emergentes (X2 = 4,857, df = 4, p = 0,302). 

 

Viabilidade da transferência de larvas 

Um total de 200 operárias de F. varia foram criadas utilizando o método desenvolvido 

para produção in vitro de abelhas sem ferrão (Tabela 1). O teste de Shapiro-Wilk indicou que a 

sobrevivência e mortalidade de larvas analisadas, seguiram distribuição normal, 

respectivamente (W = 0,862, p = 0,053). A análise de variância (ANOVA) indicou a existência 

de diferença significativa na sobrevivência e mortalidade entre o grupo de larvas alimentadas 

com 25 e as alimentadas com 27 µL de alimento, respectivamente (F = 13,45, p <0,004) (Tabela 

1). As larvas alimentadas com 27 µL de alimento (n = 180) mostraram maiores taxas de 

sobrevivência (87%; n = 158) com apenas 12% de  mortalidade (n = 22) (≤ 15%). As larvas 

alimentadas com 25 µL de alimento mostraram menores taxas de sobrevivência, 61% (n = 111), 

e 38% de mortalidade (n = 69) (≥ 15%). 

Em relação à emergência de operárias alimentadas com volumes de 25 e 27 µL de 

alimento larval, o teste de Shapiro-Wilk indicou que as amostras analisadas não seguiram 
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distribuição normal (W = 0,842, p = 0,029). O teste de Kruskal-Wallis indicou que não há 

diferenças estatísticas entre os volumes de alimento larval testados experimentalmente e a 

emergência de operárias (X2 = 11, df = 8, p = 0,201). 

 
Tabela 1. Taxas de mortalidade e sobrevivência de larvas de Frieseomelitta varia transferidas para a produção in 

vitro de operárias com diferentes quantidades de alimento larval (µL). 

Teste Volume de alimento 
larval (μL) 

Transferência de 
larvas 

Taxa sobrevivência de larvas Taxa emergência de 
operárias 

 

Taxa mortalidade 
de larvas 

   Número                % Número           % Número         %      

1 25 90 60 66 22 36 30 33 

2 25 90 51 56 31 60 39 43 

Total  180 111 61 53 47 69 38 

3 27 90 81 90 72 89 9 10 

4 27 90 77 85 75 97 13 14 

Total  180 158 87 147 93 22 12 

Transferência de larvas = 90 (30ºC e umidade           99%). 

Taxa de sobrevivência de larvas: número de larvas sobreviventes após o consumo total de alimento larval (μL) e 

defecação (30ºC e umidade 75%). 

Taxa de emergência de operárias: número de larvas que atingiram a idade adulta e emergiram (30ºC e umidade 75%). 

Taxa de mortalidade de larvas: número de larvas que morreram durante o período de alimentação e defecação (30ºC e 

umidade 75%). 

Para fins de comparação, Melipona scutellaris, a sobrevivência de larvas foi 80,2%; emergência de operárias 92,61% e 

mortalidade larval de 9,82% (Dorigo et al. 2019). 

≤ 15 Taxa de mortalidade indicada pela (OECD 2013). 

 

 

 

Morfologia de operárias in vitro e in vivo 

 

Peso 

As abelhas emergidas de larvas alimentadas com 27 μL de alimento larval, a 

quantidade de alimento que demonstrou maior taxa de abelhas emergidas (n = 147), foram 

comparadas com as das colônias considerando tamanho da cabeça e peso corporal. Os 

resultados mostraram que não há diferenças significativas no peso de operárias produzidas in 

vitro e abelhas produzidas naturalmente (X2 = 49,49, df = 42, p = 0,198). O peso médio para o 

método in vitro foi de 0,098 mg ± 0,015 e para as abelhas in vivo foi de 0,0146 mg ± 0,028. O 

teste de Shapiro-Wilk indicou que as amostras analisadas não seguiram uma distribuição 

normal (W = 0,928, p = 0,001). 

 

Largura da cabeça 

As análises individuais da largura da cabeça das operárias produzidas in vitro (n = 30) 

e da colônia (n = 30) indicaram que não há diferenças significativas (X2 = 10.64, df = 10, p = 

0,385). As operárias in vitro apresentaram uma média da largura da cabeça de 0,22 mm ± 0,2 e 

indivíduos naturalmente emergidos nas colônias com uma média da largura da cabeça de 0,23 

mm ± 0,1.  O teste de Shapiro-Wilk indicou que as amostras analisadas não seguiram uma 
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distribuição normal (W = 0,944, p = 0,008). 

 
Desenvolvimento in vitro 

Verificamos que o ciclo de desenvolvimento de operárias de F. varia desde o primeiro 

ínstar larval (fase que mostrou viabilidade para a produção de operárias in vitro) até a fase adulta 

tem duração média de 33,3 ± 0,57 dias (média e desvio padrão). A Tabela 2 mostra o timing de 

eventos que ocorreram durante as fases de desenvolvimento pós-embrionário das operárias F. 

varia produzidas com 27 μL de alimento larval (n = 30). A figura 3 mostra as caraterísticas do 

desenvolvimento dos indivíduos em cada  fase de acordo com a coloração do corpo, olho e 

antena. 

 
Tabela 2. Timing de eventos ocorridos durante o desenvolvimento de operárias com base na intensidade da 

pigmentação do    olho, protocolo proposto para operárias de F. varia, como sugerido por Hartfelder e colaboradores 

(2006). 

Teste Período de 
alimentação  

Defecação Pré-pupa Pupa olho 

branco 

Pupa olho 

rosa 

Pupa olho 
castanho 

claro 

Pupa olho 
castanho 
escuro 

  Emergência  

1 5 9 12 16 18 19 24 33 

2 6 8 12 16 18 21 25 34 

3 5 10 12 18 20 23 25 33 

Média 5,3 ± 0,75 9 ± 1 12 ± 0 16,6 ± 1,15 18,6 ± 1,15 21 ± 2 24,6 ± 0, 57 33,3 ± 0,57 

*Os números ordinais indicam os dias exatos a partir do dia da transferência em que os eventos ocorreram (n = 10 / 

teste). 

± indica os valores dos desvios padrão das médias. 

 
 

Figura 3. Fotos representativas de operárias de Frieseomelitta varia criadas in vitro em diferentes fases do 

desenvolvimento pós- embrionário. A) Larva transferida para placa de acrílico com 27 μL de alimento larval (30ºC 

e 99% umidade). B) Pw - Pupa com olho branco; corpo sem pigmentação; antenas brancas (30ºC e 75% umidade). 

C) Pp - Olho rosa;  corpo sem pigmentação; antenas brancas (30ºC e 75% umidade). D) Pb - Olho castanho claro; 

sem pigmentação; antenas brancas (30ºC e 75% umidade). E) Pbl – Olho marrom escuro; corpo sem pigmentação; 
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antenas brancas (30ºC e 75% umidade). F) Pbm – Olho marrom escuro, corpo com apêndices mediamente 

alaranjados; antenas brancas (30ºC e 75% umidade). G) Pbd – Olho marrom escuro, corpo com apêndices bem 

pigmentados; antenas pretas (Tórax + abdômen claros) (30ºC e 75% umidade). H) Recém-emergida (Tórax e 

abdômen claros); antenas  pretas (30ºC e 75% umidade). Fases de desenvolvimento modificadas de Hartfelder e 

colaboradores (2006). Imagens feitas em lupa (Carl-Zeiss-Promenade 10). Fonte própria. 

 

 

 

DISCUSSÃO 

Nossos resultados indicaram que ovos transferidos tiveram baixa viabilidade para a 

produção de operárias adultas, independentemente da quantidade de alimento fornecido. De 

acordo com Velthuis e Velthuis (1998) dentro das células de cria, larvas e ovos precisam manter 

contato com o ar para respirar, sendo que os ovos na posição vertical entram em contato com o 

líquido por apenas um sétimo de seu comprimento e por aproximadamente 5% de seu volume. 

Em nosso estudo, possivelmente, os ovos transferidos com a agulha de transferência ficaram 

submersos no líquido presente nas cavidades das células artificiais. Este fator pode ter 

contribuido para a alta taxa de mortalidade dos ovos durante os experimentos (25 µL = 88%; 

27 µL = 90%), inviabilizando o uso de ovos para a criação in vitro de operárias.  

Os experimentos em que foram transferidas larvas de primeiro ínstar resultaram em altas 

taxas de sobrevivência larval e emergência de operárias. Nos quatro experimentos realizados 

com os volumes de 25 e 27 µL de alimento  larval, registramos diferenças significativas nas 

taxas de sobrevivência e mortalidade larval. Se considerarmos o protocolo proposto pela OECD 

(2013) em testes   ecotoxicológicos para larvas de A. mellifera, os tratamentos controle (sem  

agrotóxicos) não devem ultrapassar 15% de mortalidade a cada repetição. Em nosso estudo, 

embora a exposição larval a agrotóxicos não tenha ocorrido experimentalmente, as duas 

repetições em que larvas foram alimentadas com 27 µL de alimento larval foram mais bem 

sucedidas, não excedendo 15% de mortalidade larval por experimento, fornecendo inúmeras 

operárias ao longo de 33,3 ± 0,57 dias (média ± desvio padrão) com uma taxa de emergência 

de 93% (n = 180).  

Quando foram fornecidos 25 µL de alimento larval, apenas    47% dos indivíduos se 

tornaram operárias, com mortalidade larval superior a 15%. A diferença registrada em nossos 

experimentos na sobrevivência de larvas em função da quantidade de alimento fornecido pode 

estar relacionada à quantidade total de alimento ingerido. Isto porque nem as larvas que 

receberam 25 µL nem as que receberam 27 µL conseguiam consumir todo o volume de alimento 

fornecido (quantidades equivalentes de restos de alimento sempre eram observados ao final do 

período de alimentação). Porém, desde que um dos grupos recebia maior quantidade de 

alimento (27 µL), seus indivíduos terminavam alimentando-se mais que os indivíduos do outro 

grupo (25 µL), tornando suas condições mais semelhantes às registradas normalmente na 

colônia. Estes resultados sugerem que o fornecimento de 27 µL de alimento larval pode ser 

adotado em futuros estudos ecotoxicológicos de exposição larval in vitro de F. varia a 
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agrotóxicos ou para outros estudos que requeram a disponibilidade de operárias em 

desenvolvimento pós-embrionário em condições controladas. 

Conforme estabelecido anteriormente neste estudo, o volume de alimento larval que 

proporcionaria o maior número de operárias seria utilizado como protocolo para avaliação dos 

parâmetros biológicos. As abelhas criadas in vitro com 27 µL de alimento larval não  mostraram 

diferenças significativas no peso corporal e largura da cabeça em comparação com operárias 

emergidas naturalmente na colônia, ou seja, as abelhas não apresentaram alterações 

morfológicas devido aos parâmetros físicos, manipulação e pela quantidade de alimento larval 

oferecido. Embora tenha resultados satisfatórios, recomenda-se que estudos  futuros estudos 

devem replicar essa técnica aqui proposta e investiguem a influência do volume 27 μL de 

alimento larval proposto, com resultados também satisfatórios, para que o protocolo aqui 

proposto seja aceito e padronizado.  

As abelhas alimentadas com 27 µL de alimento larval apresentaram diferenças 

mínimas na duração de cada fase de desenvolvimento, desde a transferência de primeiro ínstar 

larval até a fase adulta. As células de cria de F. varia apresentam a estrutura em forma de cacho 

(favos de cria), e durante o processo de desoperculação das células para a transferência de larvas 

para as placas, observou-se que os ovos nas posições superiores do ninho eclodiram primeiro 

do que os ovos no centro do favo. Ao transferir algumas larvas para placas de  acrílico 

que emergiram em aproximadamente 24 horas em suas células de cria, período antes da 

transferência para as placas, possivelmente expliquem as diferenças mínimas entre cada fase de 

desenvolvimento (Figura 4).  

Baptistella (2009), estudando a criação in vitro de rainhas da mesma espécie de abelha 

sem ferrão, aqui estudada, não relataram diferenças de tempo durante o desenvolvimento das 

poucas abelhas que se tornaram operárias ao acaso, com duração em média de 22,56 ± 2,38 

dias. Resultados similares por Dorigo e colaboradores  (2019) também mostraram diferenças 

mínimas na emergência de operárias M. scutellaris produzidas in vitro, que completaram seu 

desenvolvimento em média de 41,4 ± 2,7 dias, possivelmente devido ao formato do favo e ao 

tempo de emergência das larvas dentro da colônia antes da transferência para placas de cultivo. 

Assim, em nosso estudo, a ocorrência de diferenças mínimas nos indivíduos criados in vitro 

não inviabiliza o método, uma vez que o desenvolvimento de abelhas alimentadas com volume 

de 27 μL de alimento larval foi semelhante ao descrito por Hartfelder e colaboradores (2006) e 

a taxa de sobrevivência e mortalidade de larvas e emergência de adultos foi positiva de acordo 

com o estabelecido na literatura (OECD 2013; Dorigo et al. 2019). Deste modo, sugerimos que 

estudos futuros com abelhas sem ferrão in vitro levem em consideração a estrutura das células 

de cria e em que posição do favo se encontram os ovos mais velhos e recentemente colocados 

pela rainha dentro da colônia. 
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Figura 4. Exemplos das células de cria do ninho da espécie Frieseomelitta varia em formato de cacho. A) Potes 

de pólen. B) Células de cria na parte superior do ninho com coloração marrom claro com larvas recém- emergidas. 

C) Células de cria no centro do ninho com coloração marrom e com ovos recentemente colocados pela rainha. D) 

Células de cria com coloração clara com pupas em desenvolvimento. Fonte própria. 

 
 

O estabelecimento de um protocolo é a primeira etapa para a obtenção de um método 

padronizado e, a partir daí, para a validação de um método (Dorigo et al. 2019). Para isso, 

critérios como comportamento pós-emergência podem ser avaliados dentro da colônia, bem 

como avaliação do forrageamento, para que de fato, o protocolo tenha ampla confiança. Outro 

ponto importante, em bioensaios de abelhas expostas a agrotóxicos e abelhas controles (sem 

contaminação) podem ser comparadas com abelhas emergidas em condições naturais, onde a 

espécie em estudo é afetada pelo agrotóxico em exposição e não por alterações morfológicas 

por estressores do método in vitro, como demonstrado por alguns estudos de criação in vitro de 

abelhas sem ferrão não expostas a agrotóxicos (e.g., operárias Dorigo et al. 2019) (e.g., rainhas 

Hartfelder e Engels 1992; Baptistella et al. 2009; Baptistella et al. 2012; Menezes et al. 2013). 

Embora estudos de padronização de métodos para abelhas sem ferrão, estejam sendo 

desenvolvidos e adaptados com resultados satisfatórios, padronização do método de criação in 

vitro da abelha sem ferrão F. varia apresenta diversas vantagens, a espécie possui registros de 

ocorrência na Bahia, Goiás, Mato Grosso, Minas Gerais, São Paulo e Tocantins (Pedro 2014), 

distribuição mais ampla em comparação às espécies M. scutellaris e S. postica, estudadas para 

possível padronização de métodos como organismo-modelo para representarem a fauna nativa 

brasileira (Dorigo et al. 2019; Rosa-Fontana et al. 2020), visto que segundo Viana-Silva  e 

colaboradores (2017), quanto mais ampla a distribuição geográfica de uma espécie, maior a 

chance de ser um bom substituto para A. mellifera em estudos de avaliação de riscos de 
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agrotóxicos em abelhas sem ferrão. Outro ponto importante a ser considerado é que de acordo 

com o Livro Vermelho da Fauna Brasileira Ameaçada de Extinção, lançado em 2018 pelo 

ICMBio (Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade), F. varia foi categorizada 

como Menos Preocupante (LC), enquanto M. scutellaris, enfrenta risco de extinção na natureza 

(EN). Sabendo disso, estudos futuros devem avaliar outras espécies de abelhas sem ferrão 

classificadas como menos preocupantes e levar em consideração a distribuição geográfica e 

disponibilidade de espécies na natureza que possam substituir M. scutellaris na padronização 

de métodos de criação in vitro e em estudos ecotoxicológicos com o objetivo da conservação 

da espécie. 

A compreensão das diferenças na biologia de espécies de abelhas sem ferrão quanto 

nos sistemas de castas e sexo, genética, desenvolvimento e comportamento na colônia, são 

fatores fundamentais para entender os efeitos dos agrotóxicos nas espécies de abelhas sem 

ferrão em estudo. Estudos de castas isoladas, oferecem possíveis novas possibilidades para a 

elaboração de protocolos voltados à produção específica de machos, rainhas e operárias em 

condições de laboratório, permitindo compreender os impactos dos agrotóxicos em castas 

isoladas, visto que embora as abelhas forrageiras estejam mais expostas aos agrotóxicos na 

busca de recursos, machos e rainhas também podem ser afetados dentro da colônia e podem 

haver diferenças na sensibilidade entre castas (Valdovinos-Nunez et al. 2009), no caso de 

diferenciação de castas pela quantidade de alimento larval consumido durante o 

desenvolvimento. 
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Resumo 

O herbicida glifosato é o agrotóxico mais utilizado no mundo. Embora seu alvo sejam plantas 

daninhas, os insetos benéficos para o ecossistema, como as abelhas, têm mostrado repostas 

negativas quando expostas ao glifosato em condições de laboratório. A maioria dos estudos de 

avaliações de risco do herbicida focaram em Apis mellifera e poucas espécies de abelhas sem 

ferrão foram estudadas. Para compreender os potenciais impactos negativos deste herbicida em 

abelhas sem ferrão, este estudo teve como objetivo avaliar alterações na morfologia externa 

após a emergência de abelhas de Frieseomelitta varia que sobreviveram à exposição larval. 

Nossos resultados mostraram que o glifosato diluído no alimento larval não gerou mortalidade 

para as abelhas na fase larval. Contudo, nas abelhas sobreviventes que atingiram a fase adulta 

foram observadas malformações nas asas daquelas expostas à maior concentração de 1000 (ng 

/ 27 μL de alimento larval). A maioria das anomalias foi observada nas asas anteriores. As 

larvas expostas à maior concentração de glifosato tiveram repostas negativas ao herbicida 

durante o período de pré-pupa e operárias emergentes. Isto pode ter ocorrido pois, 

possivelmente, as proteínas responsáveis pelo desenvolvimento, como as hexamerinas, foram 

afetadas pelo herbicida. Consequentemente, em condições de laboratório, a resposta das abelhas 

F. varia ao glifosato indica que este agrotóxico é um estressor que afeta o desenvolvimento dos 

indivíduos. Além de mostrar que o glifosato pode alterar a homeostasia de colônias naturais da 

espécie, os resultados também sugerem que seu uso em altas concentrações pode promover 

alterações morfológicas das operárias, o que pode impactar a sobrevivência das populações 

naturais e gerar efeitos cascatas em processos ecológicos, os quais as abelhas realizam como a 

polinização de plantas cultivadas e nativas. 

mailto:jaqueline.a.silva28@gmail.com
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Palavras – chave: Abelha marmelada; Agrotóxicos; Fases de desenvolvimento; Produção in 

vitro; Malformações nas asas; Conservação. 

 

Abstract 

Glyphosate herbicide is the most used pesticide worldwide. Although they target weeds, 

ecosystem-beneficial insects such as bees have negative responses when exposed to glyphosate 

under laboratory conditions. Most herbicide risk studies focused on Apis mellifera and gaining 

stingless bee species were studied. To understand the potential negative impacts of the herbicide 

on stingless bees, this study aimed to evaluate changes in external morphology after emergence 

of bees that survived larval exposure. Our limited results show that glyphosate diluted in larval 

feed did not generate mortality for bees in the larval stage. Furthermore, in surviving bees that 

reached an adult stage malformations were observed in the wings of those exposed to the highest 

concentration of 1000 (ng / 27 μL of food larval). Most anomalies were observed in the 

forewings. Larvae exposed to the highest concentration of glyphosate had negative responses 

to the herbicide during the prepupae period and emerging workers. This may have occurred 

because, possibly, those responsible for development, such as hexamerins, were affected by the 

herbicide. Consequently, under laboratory conditions, the response of Frieseomelitta varia  

bees to glyphosate indicating that it is a stressor that affects the individual's development. In 

addition to showing that glyphosate can change the homeostasis of natural colonies of the 

species, the results also improved that its use in high can promote morphological changes in 

workers, which can impact these natural populations and generate cascading effects on 

ecological processes which cause bees perform as the pollination of cultivated and native plants. 

Keywords: Bee marmalade; Pesticides; Development phases; In vitro production; Wing 

malformations; Conservation. 

 
 

Introdução 

Nas últimas décadas, o declínio de populações de abelhas silvestres e o distúrbio do 

colapso das colônias de Apis mellifera têm preocupado pesquisadores e apicultores (Pires et al. 

2016). Embora exista uma discussão em andamento sobre se realmente estamos enfrentando 

uma “crise global de polinizadores”, não há dúvida de que populações de muitas abelhas sociais 

e solitárias estão em declínio (Allsopp et al. 2008; Ghazoul 2005a, b; Steffan-Dewenter et al. 

2005). Associados ao declínio nas populações de abelhas, vários fatores foram propostos como 

possíveis causas de perdas maciças. Algumas hipóteses sugerem mudanças  no uso da terra, 

perda de habitat e fragmentação (Winfree et al. 2009), patógenos, mudanças climáticas, 

espécies invasoras (Brown et al. 2009; Potts et al. 2016; Goulson et al. 2015), manejo 

inadequado das colônias (Van Engelsdorp et al. 2009), uso de agrotóxicos (Rundlöf et al. 
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2015; Woodcock et al. 2016; Woodcock et al. 2017) ou, mais provavelmente a interação entre 

todos estes fatores (Potts et al. 2016; Di Pasquale et al. 2013; Brunner et al. 2014; Bryden et 

al. 2013; Di Prisco et al. 2013; Doublet et al. 2015; Manley et al. 2017).  

Entre os agrotóxicos mais utilizados em áreas agrícolas para o controle de plantas 

daninhas e relatados como nocivos aos insetos polinizadores está o herbicida glifosato (GLY). 

O GLY (C3H8NO5P) pertence ao grupo dos inibidores da síntese de aminoácidos e contém o N-

(N- (fosfonometil) glicina como ingrediente ativo (Bridges 2003). O glifosato é classificado 

como herbicida não seletivo, sistêmico e pós emergência (Duke e Powles 2008) e  é usado para 

controle de plantas daninhas (Goldsborough e Brown 1988). Anualmente, 600 a 750 mil 

toneladas de GLY são usadas globalmente e, estima-se que até 2025, 740 a 920 mil toneladas 

serão usadas (Maggi et al. 2019). Em 2019, o glifosato foi o agrotóxico mais comercializado 

no Brasil, com 217.592,24 Kg de ingrediente ativo (IBAMA 2019). O GLY previne o 

crescimento de plantas daninhas ao inibir determinadas vias da síntese de aminoácidos 

aromáticos que presumivelmente só existem em plantas, microorganismos e fungos (Franz et 

al. 1997). No entanto, muitos estudos mostraram efeitos prejudiciais desse herbicida em vários 

organismos, incluindo rãs (Howe et al. 2004; Meza-Joya et al. 2013), peixes (Do Carmo 

Langiano e Martinez, 2008; Marques et al. 2014, 2015; Moreno et al. 2014) e insetos (Kale et 

al. 1995; Kaya et al. 2000). Entre os insetos, o GLY pode ter efeitos subletais em insetos 

benéficos não-alvo e benéficos ao meio ambiente como, por exemplo, em abelhas Apis mellifera 

(Herbert et al. 2014; Balbuena et al. 2015). 

Embora estudos de toxicidade tenham mostrado os efeitos negativos subletais e letais 

do GLY em abelhas, estes foram quase exclusivamente focados em A. mellifera em estágios 

imaturos e adultos (Vázquez et al. 2020; Blot et al. 2019; Zhu et al. 2017; Abraham et al. 2018; 

Dai et al. 2018; Goñalons e Farina et al. 2018; Vázquez et al. 2018; Motta et al. 2018; Faita et 

al. 2018; Balbuena et al. 2015; Helmer et al. 2015; Herbert et al. 2014; Boily et al. 2013; 

Gregorc e Ellis, 2011; Gregorc et al. 2012). Poucos estudos foram realizados em abelhas 

nativas (em estágios imaturos e adultos) (Nocelli et al. 2019; Seide et al. 2018; Abraham et al. 

2018). Nestas abelhas, como em  A. mellifera, é provável que as colônias de abelhas possam 

ser afetadas por seu contato direto com agrotóxicos quando forrageiras visitam as lavouras 

tratadas (Valdovinos-Nunez et al. 2009). Além disso, os herbicidas são usados fora dos 

arredores rurais das plantações comerciais. Atualmente, seu uso se estende à áreas urbanas 

como em jardins de residências e áreas verdes em cidades (Matthews 2006), onde as abelhas 

podem potencialmente coletar recursos alimentares (Balbuena et al. 2015) e, ao retornar à 

colônia, podem carregar recursos florais potencialmente contaminados com resíduos que, 

posteriormente, serão processados pelas nutridoras e oferecidos à prole (Rortais et al. 2005; 

Hartfelder et al. 2006) por aprovisionamento massal (Michener 1974; Nogueira-Neto 1997). 

Para determinar os efeitos de agrotóxicos, como o herbicida glifosato, nos polinizadores, 

é pertinente investigar não apenas os impactos nas abelhas em ambientes    agrícolas, mas 
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também testar as respostas das abelhas em condições controladas de laboratório. Colônias de 

abelhas sociais presentes em ambientes agrícolas experimentam  condições do mundo real, mas 

investigações em laboratório permitem detectar impactos sutis  e inferir riscos potenciais que 

poderiam ser mascarados em contextos mais complexos (Farina et al. 2019). Os riscos que o 

uso do glifosato representam para a saúde das abelhas em nível individual e social na colônia 

têm sido avaliados por meio de estudos de efeitos de DL50 (dose letal média, 50%) e subletais 

CL50 (concentração letal média, 50%) em condições de laboratório. Embora os resultados de 

DL50 pareçam indicar que o GLY não é prejudicial para as abelhas, estudos apresentam 

evidência de efeitos subletais prejudiciais do GLY em diferentes aspectos do comportamento, 

fisiologia e desenvolvimento de A. mellifera (Herbert et al. 2014; Balbuena et al. 2015; Faita 

et al. 2018; Vázquez et al. 2020). Esses efeitos se manifestam em diferentes momentos do ciclo 

de vida das abelhas, o que sugere que as alterações na biologia das operárias pode acarretar 

perturbações na dinâmica do polietismo etário e, assim, no equilíbrio da colônia (Wu et al. 

2017; Farina et al. 2019). 

Considerando este contexto, a importância dos meliponínios e a escassez de 

informações referentes aos efeitos do GLY em abelhas sem ferrão, este estudo é o primeiro a 

avaliar os efeitos subletais desse herbicida em Frieseomelitta varia. Apesar da escassez de 

informações  sobre o papel de F. varia como polinizadora em cultivos agrícolas e sobre os riscos 

de agrotóxicos para esta espécie, sabe-se que a presença dessa espécie, e de outras espécies de 

abelhas, contribuíram na qualidade e no peso dos frutos em cultivo de pimenta-doce (Capsicum 

annuum) (Nascimento et al. 2012), também foram registradas como polinizadores de flores de 

pimentão (Capsicum annuum) e goiaba (Pisidium guajava) (BPBES/REBIPP 2019), além de 

F. varia ter um papel na reprodução de espécies de plantas em área urbana (Marques-Souza 

2010; Aleixo et al. 2013). 

Para determinar os efeitos da ingestão de alimentos contaminados com GLY em F. 

varia, criamos as operárias de primeiro ínstar larval em condições de laboratório, de três 

colônias diferentes, expostas a diferentes concentrações de GLY diluídas no alimento larval. 

Em seguida, avaliamos os efeitos de mortalidade durante o estágio larval e alterações 

morfológicas externas nas abelhas sobreviventes após 24 horas de emergência de adultos 

causadas pela alimentação contendo glifosato em relação a condições controle. 

 

Materiais e Metódos 

 
 

Sistema de estudo 

Larvas de Frieseomelitta varia (Lepeletier 1836) foram coletadas de colônias presentes 

no Meliponário Experimental da Universidade Federal de Alfenas (21°25'14,6"S, 

45°56'52,8"W), campus Sede, Alfenas, Minas Gerais, Brasil. A área do meliponário é 

localizada dentro do perímetro urbano do município, com intenso movimento de veículos e 
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cercado por residências. Para a seleção das três colônias (réplicas) das quais as abelhas foram 

coletadas, foram considerados requisitos como: colônias com ausência de doenças ou parasitas, 

colônias geneticamente não relacionados, com base no número de células recém- criadas, com 

grande disponibilidade de alimentos larvais, rainhas fortes e que apresentavam maior número 

de operárias. 

 
Criação in vitro 

Para a criação in vitro de operárias, seguimos o método descrito por Baptistella e 

colaboradores (2009; 2012) e adaptado (Capítulo 1), usando 27 μL de alimento larval. Os 

procedimentos de coleta de amostras, armazenamento de alimento larval, número de larvas e 

parâmetros físicos dentro da estufa (BOD, Demanda bioquímica de oxigênio) também seguiram 

o protocolo descrito no Capítulo 1. Após o período de alimentação, as larvas foram transferidas 

para placas novas, limpas e esterilizadas de acordo com o protocolo para evitar a proliferação 

de fungos. 

 
Determinação dos efeitos do herbicida glifosato 

Os procedimentos de avaliação dos efeitos orais do princípio ativo do glifosato e as 

concentrações aqui propostas, foram baseados a partir do estudo de Dorigo e colaboradores 

(2019). Para os bioensaios, o glifosato foi diluído diretamente no alimento larval. Diluições 

subsequentes foram realizadas no alimento larval para atingir as concentrações a serem 

oferecidas às larvas (em ng de ingrediente ativo / larva): 1000, 500, 250, 125. Após as diluições, 

usamos uma micropipeta automática (100 μL) para transferir 27 μL deste alimento larval 

contamiando para placas de acrílico para as larvas se alimentarem. Assim, como as larvas de 

abelhas sem ferrão consomem todo o alimento depositado na célula de criação, é possível 

determinar a concentração total ingerida.  

Cada experimento foi desenvolvido separadamente e consistiu de três repetições com 

10  larvas em cada concentração (n = 540). O controle negativo foi dado pelas larvas 

alimentadas com 27 μL de alimento larval sem adição de glifosato. Para verificar a mortalidade 

das larvas expostas ao glifosato e do grupo controle, removemos cuidadosamente as tampas dos 

recipientes de  plásticos, e placas de acrílico mantidas no interior dos recipientes com amostras 

biológicas foram levadas para serem observadas em estereomicroscópio (Carl-Zeiss-

Promenade 10). As larvas mortas foram identificadas pela ausência de movimento do espiráculo 

e alimentação ou   pela presença de coloração escura, sendo então removidas com auxílio de 

cotonetes. A  mortalidade dos indivíduos foi registrada pelo monitoramento diário de cada 

indivíduo ao longo do período de alimentação (120 horas) e avaliada diariamente até 48 horas 

após o término da alimentação (168 horas de experimento). 
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Emergência de adultos e alterações morfológicas 

Após o registro da mortalidade de larvas durante as primeiras 168 horas de experimento, 

foi avaliada também a emergência de operárias para cada concentração e controle. Os adultos 

foram inspecionados visualmente após 33 dias em busca de deformidades morfológicas 

externas observáveis e os indivíduos deformados, que geralmente exibiam apêndices 

malformados (ou seja, asas contorcidas ou não esticadas, pernas, antenas, tromba ou tarso), 

foram fotografados sob estereomicroscópio (Carl-Zeiss-Promenade 10) para posteriores 

análises. 

 
Análises estatísticas 

A mortalidade de larvas expostas ao glifosato foi determinada com os dados de 

mortalidade de 144 e 168 horas, que corresponderam a 24 e 48 horas, respectivamente, após o 

consumo de alimentos contaminados com o herbicida. As pressuposições de normalidade dos 

dados foram avaliadas por meio do teste de Shapiro Wilk. Para dados normais usamos análise 

de variância (ANOVA) e teste de Kruskal-Wallis para dados que não apresentaram distribuição 

normal. Os valores de probabilidade foram considerados significativos quando menores que 5% 

(p < 0,05), usando a função summary () em ambiente R (R Core Team 2016). 

 

Resultados 

 

 
Mortalidade de larvas expostas ao herbicida glifosato 

A mortalidade larval durante a alimentação e defecação não diferiu entre as 

concentrações de glifosato (X2 = 6,573; df = 6; p = 0,362) (Tabela 1). O teste Shapiro-Wilk 

indicou que os dados não seguiram distribuição normal (W = 0,652; p = 4,833). 

 
Tabela 1. Mortalidade média de larvas de Frieseomelitta varia no grupo controle e entre concentrações de 

glifosato ng / 27 μL de alimento larval ao longo do período de exposição (sete dias). Nº amostral = número de 

larvas de primeiro ínstar transferidas, Mortalidade = número de larvas mortas durante o período de exposição, 

Percentual = porcentagem de larvas mortas, Mediana = mediana do número de larvas mortas, Desvio padrão = 

desvio padrão da quantidade de larvas mortas por tratamento. 

Tratamento Nº amostral Mortalidade Percentual (%) Média Mediana Desvio Padrão 

Controle 90 9 10 1 0 1,802 

125 90 6 7 0,666 0 0,866 

250 90 8 9 0,888 0 1,166 

500 90 10 11 1,111 0 1,536 

1000 90 12 13 1,333 0 3,278 

 

 

Emergência de operárias 

Os resultados indicaram diferenças significativas na emergência de operárias 

sobreviventes da exposição de larvas entre as concentrações de glifosato (X2 = 23,74; d,f. = 

10;  p = 0,001). O grupo controle apresentou o maior número de operárias emergidas (n = 81), 
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seguido pela concentração de 125 ng / 27 μL de alimento larval (n = 69). Em relação às 

concentrações 250, 500 e 1000, os resultados indicaram um número menor de operárias 

emergentes (Tabela 2, Figura 1). O teste de Shapiro-Wilk indicou que os dados não apresentam 

distribuição normal (W = 0,911; p = 0,002). 

 
Tabela 2. Emergência de operárias de Frieseomelitta varia alimentadas com alimento larval com diferentes 

concentrações de glifosato ng / 27 μL de alimento larval e grupo controle 27 μL de alimento larval. Nº amostral 

= número de larvas de primeiro ínstar transferidas, Emergência = número de larvas emergentes durante o período 

de exposição, Percentual = porcentagem de larvas emergentes, Mediana = mediana de larvas emergentes, Desvio 

padrão = desvio padrão da quantidade de larvas emergente por tratamento. Valor de média de emergência de 

operárias por Silva e colaboradores 2020 (Capítulo 1). 

Concent. Nº amostral Emergência Percentual (%) Média Mediana Desvio Padrão 

Controle 90 81 90 9 10 1,802 

125 90 62 69 6,888 8 2,666 

250 90 40 44 4,444 4 3,205 

500 90 35 39 3,888 4 2,848 

1000 90 24 27 2,666 3 2,061 

 

 

            

 
Figura 1: A emergência de adultos da espécie Frieseomelitta varia sobreviventes ao longo do período de 

exposição larval ao glifosato ng / 27 μL e controle de 27 μL de alimento larval. 

 

Alterações morfológicas 

Trinta e seis operárias recém-emergidas (7% de 242) expostas na fase larval à 

concentração de 1000 ng glifosato / 27 μL de alimento larval apresentaram asas anteriores com 

malformações (Figura 1, A, B, C, D e E). As abelhas nas demais concentrações não 

apresentaram malformações observáveis externamente.    As abelhas submetidas à concentração 

de 1000 ng glifosato / 27 μL de alimento larval apresentaram uma variedade de anomalias 

observadas após 24 h da emergência de operárias. As abelhas dos grupos controle não 

apresentaram alterações na morfologia das asas (Figura 2 F). 
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Figura 2. Deformações nas asas anteriores de operárias Frieseomelitta  varia expostas oralmente ao glifosato / 27 

μL de alimento larval e oferecido às larvas no primeiro ínstar larval em placas de cultura a 30ºC e 99% umidade. 

A) (1)  indica uma mancha na célula medial e veia Cu; (2) indica ausência da veia V de operárias emergidas exposta 

a concentração de 1000 ng glifosato / 27 μL de alimento larval. B) Asa anterior dobrada de operárias emergidas 

exposta a concentração de 1000 ng glifosato / 27 μL de alimento larval. C) Asa anterior (4) indica alterações na 

parte distal da asa; (5) ausência da (veia Rs+M) que completa a célula submarginal; (6) ausência da bifurcação 

da asa (localizada na parte inferior da asa, abaixo da célula Cu2) de abelhas emergidas na concentração de 1000 

ng glifosato / 27 μL de alimento larval. D) (7) deformações na veia 1 m-cu; (8) presença de um furo na célula 

radial de abelhas expostas na exposta a concentração de 1000 ng glifosato / 27 μL de alimento larval. E) Asa 

anterior amassada de operárias emergidas exposta a concentração de 1000 ng glifosato / 27 μL de alimento larval. 

F) Asa anterior controle sem resíduos de glifosato. Morfologia das asas descrita de acordo com Michener 2007. 

Imagens obtidas com lupa (Carl-Zeiss-Promenade 10). 

 

Discussão 

Neste estudo, demonstramos que a ingestão do herbicida glifosato nas concentrações 

propostas não foi letal durante a fase larval, mas pode ter efeitos subletais graves na 

sobrevivência  e no desenvolvimento da abelha sem ferrão Frieseomelitta varia. Os efeitos 

subletais foram observados principalmente como deformidades nas asas de abelhas operárias 

recém-emergidas após 33 dias de desenvolvimento in vitro. A morfologia das asas sofreu 

desenvolvimento anormal em pelo menos (7% das abelhas recém-emergidas) em resposta à 

exposição de larvas de primeiro ínstar apenas nas concentrações altas de glifosato, com 

diversas anormalidades observadas nas asas de abelhas expostas à concentração de 1000 ng de 

glifosato / 27 μL de alimento larval. 

O desenvolvimento anormal das asas observados não parece ser devido ao método de 

criação in vitro de operárias, já que as abelhas do grupo controle não apresentaram alterações 

na morfologia das asas. Ademais, em um estudo anterior de padronização de método de criação 

in vitro de operárias, utilizando a mesma espécie de abelha sem ferrão, não foram constatadas 

alterações morfológicas nas asas decorrentes da criação in vitro, com uma taxa satisfatória de 

emergência de 82% (Capítulo 1). 

O glifosato parece estar relacionado a mudanças morfológicas em animais e humanos. 

Estudos indicam que o glifosato é capaz de causar deformidades em embriões de rãs e galinhas 
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(Paganelli et al. 2010). Em áreas com aplicação intensiva de herbicidas à base de glifosato, 

onde há culturas resistentes (por exemplo, Argentina e Paraguai), foram registrados impactos 

negativos na saúde humana, incluindo defeitos de nascença (Antoniou et al. 2012). Em abelhas, 

malformações na morfologia das asas de espécies de abelhas (como as observadas neste estudo) 

podem comprometer a atividade de forrageamento, uma vez que prejudicam a atividade de voo. 

Estudos anteriores demostraram que a mortalidade observada de abelhas A. mellifera 

criadas em condições de laboratório, expostas as concentrações de glifosato (2,5, 5 e 10 

mgl−1) e abelhas forrageiras em campo aberto (2,5 e 5 mg), expostas oralmente ao  glifosato nas 

concentrações recomendadas para pulverização e nas medidas ambientais, parece ser baixa 

(Balbuena et al. 2015; Herbert et al. 2014). Embora o glifosato não seja letal nas concentrações 

recomendadas, a exposição ao longo do tempo prejudica a sensibilidade à recompensa do 

néctar, aprendizado associativo (Herbert et al. 2014) e capacidades cognitivas (Balbuena et al. 

2015). Enquanto outro estudo mostrou que A. mellifera e Hypotrigona  ruspolii expostas duas 

vezes à concentração recomendada apresentaram mortalidade elevada (Abraham et al. 2018). 

Esses resultados sugerem que  a saúde da ninhada na colônia de abelhas na natureza pode ser 

substancialmente prejudicada quando as abelhas forrageiras coletam recursos como pólen e 

néctar em áreas contaminadas com quantidade elevada ou baixa de resíduos de glifosato.  

Contudo, para F. varia, nosso modelo de estudo, há poucos dados de plantas agrícolas 

visitadas pela espécie, mas sabe-se que é poliniza da pimenta, pimentão e goiaba, coletando 

recursos florais de diversas espécies de plantas em áreas urbanas (Marques-Souza 2010; 

Aleixo et al. 2013). Supondo-se que a espécie tenha o mesmo comportamento generalista na 

natureza, possivelmente pode entrar em contato, durante o forrageamento, com plantas 

daninhas, culturas agrícolas ou plantas nativas próximas a áreas agrícolas que tenham resíduos 

de glifosato em seus recursos florais. Ao coletar e levar esses recursos contaminados para dentro 

da colônia para alimentação das larvas por aprovisionamento massal (Michener 1974; 

Nogueira-Neto 1997) pode causar consequências negativas na história de vida das abelhas ao 

longo do desenvolvimento (Blot et al. 2019; Vázquez et al. 2018; Dai et al. 2018; Mottaet al. 

2018). A contaminação por glifosato já foi detectado em cultivos e florestas nativas após sua 

aplicação em cultivos adjacentes para o controle de plantas daninhas (Bai e Ogbourne 2016). 

Além disso, em países que introduziram culturas geneticamente modificadas resistentes ao 

glifosato, traços de glifosato foram detectados no mel (Chile: CIAP 2012; Rubio et al. 2014), 

em cera de abelha (El Algrebi et al. 2020), partículas de ar e amostras de chuva (EUA: CHANG 

et al. 2011; Argentina: Alonso et al. 2014) e na superfície de corpos de água localizados 

próximos a campos tratados que podem ser visitados por abelhas (Canadá: CCME 1989). A 

causa das deformidades de abelhas ao entrar em contato com o herbicida glifosato pode ser um 

assunto interessante para futuras investigações científicas dada a importância das abelhas para 

a polinização de plantas nativas e culturas agrícolas (Kevan e Baker 1983; Klein et al. 2007). 

Apesar de nossos resultados não terem sido expressivos com relação à mortalidade de 
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larvas, o efeito da exposição do glifosato a longo prazo em abelhas ainda não foi explorado 

exaustivamente (Herbert et al. 2014; Balbuena et al. 2015). De fato, verificamos que a 

alimentação contendo glifosato afetou o desenvolvimento das abelhas, o que sugere que este 

efeito também pode ocorrer no campo. Com isso em mente, investigar os efeitos da exposição 

ao glifosato e de outros agrotóxicos ao longo da vida das abelhas sem ferrão necessita de 

técnicas ou mesmo protocolos bem estabelecidos que permitam o monitoramento de longo 

prazo, pois alguns efeitos só podem se tornar visíveis após um período de tempo e mais tarde 

no ciclo de vida. 

No presente estudo, demonstramos que o glifosato, usado no controle de plantas 

daninhas, pode afetar negativamente insetos benéficos aos ecossistemas. As larvas da abelha 

sem ferrão F. varia alimentadas com uma dieta de glifosato apresentaram mortalidade e 

malformações nas asas de operárias recém-emergidas, consequentemente comprometendo as 

funções essenciais como o forrageamento para sobrevivência social e os serviços de polinização 

que possivelmente a espécie possa oferecer. A causa das deformidades nas asas das  abelhas ao 

entrar em contato com o herbicida glifosato pode ser um assunto interessante para futuros 

estudos, pois tais alterações podem causar efeito cascata nos serviços ecossistêmicos 

comprometendo a polinização de culturas agrícolas (Kevan e Baker, 1983; Klein et al. 2007). O 

método aqui utilizado para avaliar os riscos do glifosato em uma casta específica de abelha 

(operárias) pode ser adaptado para que estudos futuros avaliem os efeitos do herbicida em outras 

castas isoladas (rainhas e machos) de abelhas sem ferrão na colônia que se alimentam de 

recursos florais contaminados com glifosato coletados pelas operárias. Isto porque todas as 

castas na colônia podem ser afetadas por meio da alimentação de recursos florais contaminados 

por resíduos de glifosato coletados pelas operárias. Propomos que estudos futuros sejam 

realizados para determinar se o glifosato é um fator que pode contribuir para o distúrbio do 

colapso das colônias já que fatores como patógenos e parasitas e o uso de agrotóxicos estão 

entre as causas mais prováveis (Johnson et al. 2010; Wu et al. 2011). 
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Tyrophagus putrescentiae (Schrank) (Acari: Acaridae) has potential for controlling pest insects 

in the laboratory, although little is known about its interaction with beneficial species such as 

bees. Here we report an infestation of T. putrescentiae and its parasitic effect in colonies of the 

stingless bee Frieseomelitta varia (Hymenoptera, Apidae, Meliponini) in Minas Gerais State, 

Brazil. After the mite infestation, the F. varia colonies became weak and then the population 

died. Studies aimed at determining the details of ecological interactions between species of bees 

and this mite will contribute to planning conservation actions for bee populations and, 

consequently, the maintenance of pollination services. 

 
Keywords: Parasitic relationship; Natural enemies; Mite; Stingless bee; Impacts on pollination. 

 
Due to its ability to prey on immatures of various dipteran and coleopteran species reared 

in the laboratory (Serpa et al., 2004; Kumar, 1997; Brust and House, 1988; Papadopoulou et 

al., 2006; Canevari et al., 2012), the cosmopolitan mite Tyrophagus putrescentiae (Schrank) 

(Acari: Acaridae) has been suggested as a possible biological control agent. However, little is 

known about some of the ecological relationships that T.putrescentiae has with bees. 

Tyrophagus putrescentiae has been observed in nests (Rozejy et al., 2011) and on the bodies 

(Maggi et al. 2011; Revainera et al., 2014; Revainera et al., 2019) of Bombus species, as well as 

in hives of Apis mellifera L (Flechtmann, 1980) and on the “bee bread” of this species (Teixeira 

et al., 2014). 
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In this work, we report the first record of T. putrescentiae in colonies of stingless bees 

and the negative impact of this mite on these insects, in the state of Minas Gerais, Brazil. In 

winter (July and August) of 2020, six dead colonies of Frieseomelitta varia (Lepeletier, 1836) 

were found in the Experimental Meliponary, at the Universidade Federal de Alfenas, Campus 

Sede. The colonies were maintained to obtain individuals used in molecular and developmental 

biology experiments (the genome of F. varia was recently made available, Freitas et al., 2020), 

where larvae were reared under laboratory conditions. Mortality was observed of larvae and 

pupae reared in vitro on ELISA acrylic plates in an incubator set at 28°C and 80% humidity. 

When the larvae and pupae were examined with a stereoscope (Carl- Zeiss-Promenade 10), 

adults and eggs of mites were observed on them. After discovering that the bees reared in vitro 

were probably killed by mites, all material of the colonies that completely died were taken to 

the laboratory. The material was analyzed with a light field optical microscope (Nikon Eclipse 

80i) and mites were found. Samples of the mites were placed in 70% alcohol, for subsequent 

identification, and taken to the Acarology Laboratory of the Entomology Department at the 

Universidade Federal de Viçosa, Viçosa, Minas Gerais, Brazil. To identify the mite species, the 

dichotomous keys in Norton et al. (2009) and Hughes (1976) were used. Images of adult mites 

were taken using a phase-contrast microscope (Zeiss axioskop 40). 

The mite samples were identified as T. putrescentiae. Eggs and adults of T. 

putrescentiae were found on larvae and pupae inside brood cells in the colony and on the acrylic 

plates in the laboratory (Figure 1).
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Figure 1. Representative photos of adult Tyrophagus putrescentiae individuals. (1) Female T. putrescentiae. 

(2) Male T. putrescentiae. The individuals were found on pupae and larvae in F. varia colonies and ELISA 

acrylic plates. The images were taken using a phase-contrast microscope. 

 

 

 
In the affected colonies, the emergence of worker bees that are fundamental to the 

maintenance of the nest was interrupted by the mite infestation. It is not possible to estimate 

how long it took for the first colony to die or when it was infested. The presence of T. 

putrescentiae mites promoted typical consequences of parasitic relationships. Mite eggs and 

adults were not recorded on forager bees and the queen, but there is evidence that the mite 

Varroa destructor is highly capable of infesting foraging bees in search of food (Peck et al., 

2016), which suggests that the mite T. putrescentiae needs foraging bees to invade a nest. 

Once the mites are inside a nest, it is thought that they invade the cells of young bees where 

females lay eggs on bee larvae and pupae and, when the eggs hatch, the mites exhibit a 

parasitic behavior that eventually kills the developing bees and weakens the colony. 

The incubator where the F. varia bees were maintained provided favorable conditions 

for the development of T. putrescentiae (Figure S2). According to Li and collaborators (2015), 

the ideal laboratory conditions to mass rear T. putrescentiae are 28ºC and 80% relative 

humidity. On the acrylic plates and in some brood cells, the developing bees had dark spots 

or dark colorations and bees with a malnourished appearance were observed after the mites 

appeared. The proliferation of a fungus also occurred on the acrylic plates, which might 

explain why the bee colonies died. 

It is possible that developing bees contaminated with the mites were handled by a 

researcher, resulting in the transfer of contaminated material from the colonies to the 

laboratory. Thus, it is important to sterilize tools (e.g., transfer needles and tweezers) after 

using them in bee colonies so the biological cycle of contaminating mites is not completed. 

The health of a bee colony can be monitored by looking for dead bees in brood cells and dead 
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adults in the colony. Studies that determine the inherent mechanisms of ecological interactions 

between stingless bees and this mite will allow conservations actions to be planned for bee 

populations. Consequently, this will help maintain pollination services. 

 

 

Supplementary Information 

Figure S2. Presence of T. putrescentiae mites on pupae and larvae of F. varia bees on ELISA acrylic plates in 

an incubator at 28ºC and 80% humidity. A) Pupa with dark abdomen and malnourished aspect after the 

appearance of the mites, Pbl phase – Eye brown; body with orangish appendages. B) Egg on recently emerged 

bee– Thorax and abdomen clear. C) Pupa infested with mites at various development stages, phase Pbd – Eye 

brown; body with well-pigmented appendages (thorax and abdomen clear). D) Larva after defecating with mite 

eggs and dark spots on the body. E) Larva on the fifth day of feeding with dark spots and adult mites. F) 

Infestation of mites after a week of larva defecation and individual with dark coloration. Development phases 

described based on Hartfelder and collaborators (2006). Images taken using a camera coupled to a stereoscope 

(Carl-Zeiss- Promenade 10). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 
Neste trabalho, tivemos como primeiro objetivo (Capítulo 1) adaptar o método já 

descrito para a produção in vitro de rainhas de Frieseomelitta varia para a produção de 

operárias, oferecendo volumes de 25 e 27 µL de alimento larval e avaliando parâmetros como 

viabilidade de ovos e larvas de primeiro ínstar transferidas para placas de acrílico, taxa de 

emergência e mortalidade, tempo de desenvolvimento e parâmetros morfológicos como peso 

e tamanho das operárias que emergiram em até 24 horas. Para comparação e validação do 

método, foram utilizadas abelhas   operárias emergidas de células de cria naturais (in natura). 

Tivemos resultados satisfatórios na taxa de sobrevivência e na emergência (33,3 ± 0,57 dias) 

de  operárias quando larvas de primeiro ínstar são alimentadas com o volume de 27 μL de 

alimento larval e mantidas em condições favoráveis em placas de acrílicos limpas e 

esterilizadas com temperatura constante de 30ºC e umidade relativa de 99% durante o período 

de alimentação e 75% durante os dias adicionais de desenvolvimento. A transferência dos 

ovos para as placas não mostraram o mesmo sucesso quando comparado à transferência de 
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larvas, sendo recomendado não utilizar ovos na produção de abelhas in vitro. Assim, o 

protocolo, aqui apresentado (Capítulo 1), pode ser aplicado com sucesso como ferramenta nos 

estudos de exposição de F. varia em testes ecotoxicológicos. O método pode ser usado em 

avaliações dos efeitos que podem ocorrer durante a exposição de larvas de primeiro ínstar a 

agrotóxicos no período de alimentação ou mesmo em estudos em que a contaminação larval 

ocorra associada também aos efeitos dos agrotóxicos durante todos os estágios de 

desenvolvimento de F. varia, avaliando também alterações morfológicas e comportamentais 

pós-emergência. Embora o protocolo tenha resultados satisfatórios, diferenças na morfologia, 

como peso corporal e largura da cabeça, foram observadas entre as operárias produzidas in 

vitro e as que se desenvolveram naturalmente na colônia. Diante desses resultados, 

recomenda-se que estudos futuros investiguem a influência do volume de 27 μL de alimento 

larval proposto aqui, em nível individual e colonial. Para isso, critérios como comportamento 

pós-emergência dentro da colônia podem ser avaliados. 

Em seguida (Capítulo 2), avaliamos os efeitos do glifosato na morfologia de operárias 

de F. varia após o período de alimentação de larvas com alimento larval contendo glifosato. 

Os resultados mostraram que este herbicida não foi letal durante a alimentação, mas mostrou 

efeitos negativos como malformações na morfologia das asas das abelhas emergentes (33 

dias). Esses efeitos foram observados somente na maior concentração de 1000 ng de 

glifosato / 27 μL de alimento larval e os efeitos foram diversos na concentração de 1000 

ng de glifosato / 27 μL de larva alimentar. As malformações no nível individual comprometem 

as funções básicas de sobrevivência da colônia, como capacidade de voo e coleta recursos 

como pólen e néctar. Os efeitos da exposição do glifosato em abelhas produzidas in vitro, tem 

potencial de ocorrer quando as abelhas forrageiam na natureza e entram em contato com traços 

de glifosato nos recursos alimentares. Consequentemente, isto pode gerar efeitos cascatas no 

ecossistema, impactando o processo de polinização nas plantas visitadas por populações de 

abelhas expostas a agrotóxicos em agroecossistemas. Portanto, futuras investigações são 

necessárias para avaliar a presença de resíduos de glifosato na flora visitada por essas abelhas, 

bem como monitorar resíduos de glifosato presentes no interior da colônia, como no mel, cera 

de abelha e no alimento larval fornecidos às larvas. Esses registros poderão fomentar um 

banco de dados para compreender as vias de exposição e os possíveis efeitos do glifosato nas 

abelhas nativas na natureza. 

Mais além, durante o desenvolvimento desta dissertação, registramos, pela primeira 

vez, a ocorrência de populações do ácaro Tyrophagus putrescentiae e seu impacto negativo 

nas colônias de F. varia (Capítulo 3). O registro foi feito no inverno de 2020 com a morte de 

seis colônias nas quais os ácaros foram encontrados. A presença do ácaro T. putrescentiae 

promoveu nas colônias a mortalidade de abelhas em desenvolvimento, interrupção da 

emergência de operárias e enfraquecimento da colônia, consequências típicas das resultantes 
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de uma relação parasítica nas colônias de F. varia. Os ácaros não foram encontrados nos 

corpos da rainha e nem em operárias dentro da colônia, mas sim dentro das células de cria. 

Este fato pode explicar também a mortalidade das abelhas em desenvolvimento e a 

interrupção da emergência de operárias e enfraquecimento da colônia. Contudo, não foi 

possível saber quando as colônias foram afetadas, mas, acreditamos que os ácaros tenham 

invadido as colônias por meio de abelhas forrageiras que foram buscar néctar e pólen no 

ambiente externo. A presença de ácaros na estufa onde as abelhas eram mantidas na ocasião 

do evento, possivelmente foi devido à transferência de material contaminado das colônias 

para o laboratório. Embora nas colônias de F. varia, o ácaro tenha comportamento parasitário, 

pouco se sabe sobre a relação entre T. putrescentiae e abelhas sem ferrão, sugerindo que 

estudos futuros serão necessários para investigar o potencial risco dessa espécie de ácaro para 

as abelhas nativas na natureza. 

Diante dos estudos, podemos perceber que a abelha sem ferrão F. varia tem potencial 

para ser produzida in vitro e suas populações podem ser afetadas por agrotóxicos utilizados 

em agroecossistemas e também por patógenos, ambos com efeitos severos na sobrevivência  

da espécie, fatores que possivelmente são considerados riscos para outras abelhas sem ferrão 

nativas. A consolidação do protocolo nos permitiu entender melhor a biologia da espécie em 

estudo, bem como os procedimentos para sua criação, permitindo que experimentos de 

exposição dessa espécie ao glifosato ou a outro agrotóxico sejam feitos de acordo com outros 

testes de toxicidade, nos quais a espécie em estudo seja avaliada em relacão à exposição ao 

agrotóxico e não pelo manuseio incorreto de abelhas. Ressaltamos ainda a importância de 

estudos que avaliem os efeitos ao longo da história de vida em abelhas sem ferrão. Estudos 

mais aprofundados, como análise molecular, também podem fornecer respostas necessárias 

para conservação das espécies e manutenção do serviço ecossistêmico de polinização, embora 

se saiba pouco sobre a relação de F. varia e a polinização de culturas agrícolas. 

Tendo em vista a dificuldade de identificar ainda alguns parâmetros como 

comportamento das abelhas expostas ao glifosato, nossos próximos esforços serão realizar 

novamente os experimentos de contaminação do alimento larval de F. varia. Especificamente, 

iremos usar as concentrações recomendadas e o dobro para avaliar a mortalidade e parâmetros 

morfológicos e moleculares (genes de detoxificação, marcadores de estresse, imunidade e 

genes neurogênicos), como indicadores dos efeitos do glifosato, a fim de compreender os 

mecanismos que possivelmente afetam o desenvolvimento de abelhas in vitro. A continuidade 

desses experimentos possibilitará agregar mais informações para subsidiar planos de ações 

de conservação de populações de abelhas nativas. 
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