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RESUMO

SOUZA, Edmilson Amaral, M.S., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2006. Histologia e Histoquimica do Aparelho Reprodutor de
Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera, Apidae) em
Rainhas Virgens e Copuladas. Orientador: José Eduardo Serrdo. Co-
Orientadores: Clévis Andrade Neves e Lucio Antonio de Oliveira Campos

Dada a importancia ecoldgica, econémica e do risco de extincdo que o0s
Meliponini vem sofrendo, muitos trabalhos foram desenvolvidos em busca do
entendimento da biologia reprodutiva desse grupo. A importancia da cépula para o
desenvolvimento dos ovarios e maturacdo dos ovécitos nos insetos tem sido
investigada, mas hé poucos trabalhos enfatizando as consequéncias da auséncia da
copula no aparelho reprodutor destes. Nesta dissertacdo, descrevemos as
alteracBes provocadas pela auséncia da copula e suas conseqliéncias através da
histologia e teste histoquimicos no aparelho reprodutor de rainhas de Melipona
quadrifasciata anthidioides. Os resultados contribuiram para o conhecimento da
biologia reprodutiva desta espécie, como o0 tempo maximo que uma rainha pode
permanecer virgem com Seus ovarios viaveis e a importancia da copula para o
desenvolvimento da espermateca. Os ovarios das rainhas virgens de M.
quadrifasciata anthidioides permanecem no estado pré vitelogénico e estas a partir
de 15 dias de idade apresentam sinais de degeneracdo ovariana. Entretanto, seus
ovarios permanecem viaveis se copuladas com até 25 dias de idade. O
desenvolvimento da espermateca e a atividade secretora das suas glandulas
também sao influenciadas pela auséncia de copula. Espermatecas de rainhas
fisogastricas apresentam epitélio mais espesso e maior volume do que nas rainhas
virgens. Nas glandulas, granulos contendo proteinas e polissacarideos sao
identificados em rainhas fisogastricas, enquanto que em rainhas virgens os granulos
protéicos ndo sdo encontrados e o0s granulos de polissacarideos tornam-se
escassos com o avancar da idade.



ABSTRACT

SOUZA, Edmilson Amaral, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July, 2006.
Histology and Histochemistry of the Reproductive Tr act of Melipona
guadrifasciata anthidioides (Hymenoptera, Apidae) in Virgin and
Physogastric Queens. Adviser: José Eduardo Serrdo. Co-Advisers:
Clovis Andrade Neves and Lucio Antonio de Oliveira Campos

Due to the economic and ecological importance, and the extinction risk that
Meliponini is experiencing, many works were developed in search of understanding
of reproductive biology of these bees. The importance of the mating for ovaries
development and oocytes maturation in insects has been investigated, but there are
few research concerning the consequences of the mating delay in the reproductive
tract morphology. Here the morphological alterations caused for the mating delay in
the reproductive tract of the Melipona quadrifasciata anthidioides queens were
described. The ovaries of the M. quadrifasciata anthidioides virgin queens remain in
previtellogenic phase and from 15 days old they show degeneration signs. However,
their ovaries are viable if the queen mates until 25 days old. The spermathecae of
the physogastric queen has an well-developed epithelium other than virgin queens.
In spermathecal glands, granules containing proteins and polysaccharides are
identified in physogastric queens while in virgin queens the protein granules are

lacking and the polysaccharide granules become fair as the time goes on.

Vi



1 - Introducéo Geral

As abelhas apresentam varios padrées com relacdo a sociabilidade. Existem
espécies de abelhas que vao desde solitarias até o mais complexo nivel de
organizacgao social.

Michener (1974) descreve os niveis de sociabilidade, levando em
consideracdo caracteristicas fundamentais que indicam a ocorréncia de
comportamento social entre os individuos do grupo, como: divisdo de tarefas (que
pode ser somente comportamental ou chegar a ser morfolégica e fisiologica);
sobreposicdo de geracdes, onde a fémea convive com a sua prole; e, a capacidade
de coletar e guardar provisdes dentro dos ninhos. As abelhas solitarias, ndo formam
coldnias. A fémea fecundada constréi sozinha as células de cria, aprovisiona e
deposita nelas seus ovos. N&o existe entre esta fémea e sua prole qualquer contato.
A maioria das espécies de abelhas solitarias possui somente uma geragéo por ano.
As abelhas parassociais apresentam colonias pequenas com abelhas adultas de
uma Unica geracao, de individuos adultos. A relacdo entre individuos de colbnias
parassociais é simples, mas algumas espécies apresentam atividade cooperativa e
divisdo de trabalho entre as fémeas adultas. Algumas vezes mais de uma delas se
reproduz no mesmo periodo, sendo todas férteis. As abelhas subsociais consistem
de grupos com uma fémea adulta que cuida e alimenta a prole imatura. Neste caso,
ndo ha divisdo de trabalho entre adultos e a fémea (mée) morre antes ou durante o
tempo em que a cria alcanca a maturidade. Porém, diferente das abelhas solitarias,
a mae mantém contato com a cria, embora este contato seja restrito a fase imatura.
As abelhas eussociais possuem um nivel de organizacdo mais elevado, geralmente
apresentando uma rainha com funcdo reprodutiva e o restante da colénia de
operarias, com as demais fun¢des da colbnia; duas geracdes de individuos adultos,
do mesmo sexo.

O grupo eussocial pode ser divido em primitivamente e altamente eussocial.
As castas de espécies primitivamente eussociais sdo muito semelhantes em sua
morfologia externa com excecdo a alometria macrocefalica de rainhas de poucas
espécies (Quénu, 1957; Sakagami & Fukushima, 1961; Sakagami & Hayashida,
1968; Sakagami & Moure, 1965; Sakagami & Wain, 1966). Geralmente, mas nem
sempre, as castas diferem no seu tamanho médio. Para a maioria das espécies, as

castas diferem no desenvolvimento ovariano e atributos comportamentais. Em



Lasioglossum zephyrum, ndo ha divisdo de castas, mas ha uma variagdo continua
no comportamento e fisiologia. Nas espécies do género Bombus, as rainhas da
maioria das espécies sdo maiores e em algumas espécies possuem coloracdo
divergente das operarias. As rainhas de abelhas primitivamente eussociais sdo
equipadas na morfologia e no comportamento para viverem sozinhas e estabelecer
uma nova col6nia. Depois do estabelecimento da nova colbnia a divisdo de tarefas
se estabelece. O alimento, geralmente, é armazenado nas células de cria para o
crescimento das larvas.

De acordo com Michener (2000), as abelhas altamente eussociais estdo
divididas em dois grupos: as abelhas sem ferrdo (tribo Meliponini) e as abelhas
meliferas (tribo Apini, género Apis).

Nas col6nias de espécies altamente eussociais, a integracdo é complexa e
envolve uma variedade de padrbes comportamentais, feroménios, e adaptacdes
fisiologicas. As colbnias sobrevivem por muito tempo através de armazenamento de
alimento no ninho, mas ndo nas células de cria como acontece com as espécies
primitivamente eussociais. A sobreposicdo de geracbes e divisdo de trabalho
também s&o caracteristicas marcantes das abelhas altamente eussociais.

As castas das abelhas altamente eussociais sdo extremamente diferentes
umas das outras, ndo sé no comportamento, na fisiologia, e usualmente no tamanho
do corpo, mas também em estruturas externas. As rainhas ndo possuem estruturas
para a coleta e manipulac@o de pdélen e nem o comportamento de forrageamento.
Sao incapazes de sobreviver por um longo periodo fora da colénia e também nao
apresentam comportamento de defesa contra inimigos, e apresentam ovarios
desenvolvidos. As operarias apresentam estruturas para coleta e manipulacdo de
pélen, comportamento de forrageamento e de defesa na presenca de inimigos. Os
ovarios das operarias geralmente sdo delgados e podem em algumas circunstancias
se desenvolver, produzindo ovos tréficos que irdo alimentar a rainha ou ovos que
dardo origem a machos.

As operarias de Apis mellifera podem desenvolver seus ovarios em colméia
orfd ou quando a populacdo esta muito grande (Groot & Voogd, 1954). Nos
Meliponini, varias espécies apresentam ovarios desenvolvidos mesmo em colméia
com rainha (Sakagami et al., 1963).

Em algumas espécies dois tipos de ovos sado produzidos pelas operarias

(Staurengo da Cunha, 1978; Cruz-landim, 2000). Entretanto, algumas espécies



produzem somente ovos que dao origem a machos, como é o caso em Friesella
schrottkyi (Camillo-Atique, 1977). Enquanto operarias de algumas espécies
(aparentemente todas as espécies do género Friesemelitta e Duckeola ghiliani)
nunca desenvolvem ovarios (Sakagami et al., 1963; Sakagami & Zucchi, 1968).

Em A. mellifera, o controle do desenvolvimento do ovario é determinado pela
guantidade e qualidade de alimento, sendo que as operdrias sofrem uma castracao
alimentar (Michener, 1974). Por outro lado, nos Meliponini, o mecanismo para
determinacdo de castas parece ser uma inducdo no desenvolvimento dos ovarios
nas larvas que recebem uma quantidade extra de alimento, principalmente nas
espécies com determinacao de castas trofica (Cruz-Landim, 2000).

A determinacdo de castas nos Apidae pode ser de origem tréfica ou
trofogenética. As diferencas entre as castas decorrentes das diferencas alimentares,
ou seja, na quantidade ou na qualidade do alimento ingerido ou ambas é conhecida
como determinacgdo trofica (Camargo, 1972; Campos, 1975; Campos & Coelho,
1993; Buschini & Campos, 1995).

Na determinacdo trofogenética, os ovos que originam operdrias e rainhas
trazem informacdes genéticas diferentes, e sua expressdo € influenciada pela
qguantidade de alimento ingerida pela larva. Em espécies do género Melipona, onde
as células de cria séo todas do mesmo tipo e volume, sem a ocorréncia de células
reais, a determinacdo ocorre desta maneira. Isto se deve ao fato de que a
determinacdo de castas em Melipona ocorre através de uma interacdo genética e
ambiental, e a quantidade de alimento necessaria a producéo de rainha difere muito
pouco daquela em que se produz operarias (Kerr, 1950; Kerr et al., 1966; Camargo,
1973). As rainhas resultam de larvas duplo heterozigotas, adequadamente
alimentadas, ao passo que as operarias resultam de larvas homozigotas ou
heterozigotas subalimentadas (Kerr, 1973).

O sistema reprodutor feminino das abelhas é constituido por um par de
ovarios conectados por dois ovidutos laterais e estes a um oviduto comum, e uma
espermateca (Snodgrass, 1956).

Os ovarios dos insetos sdo formados por varias unidades funcionais
denominadas ovariolos, sendo que o nimero destes por ovario varia em relacao ao
tamanho e estilo de vida, bem como sua posicdo taxonémica (Snodgrass, 1935,
1956; Chapman, 1998).



Os ovariolos sdo divididos em duas categorias: panoistico, quando nédo
existem células nutridoras; e meroistico, quando células nutridoras ou trofécitos
estdo presentes (Snodgrass, 1935). Ovariolos meroisticos podem ainda ser
divididos em dois grupos: telotréfico, quando as células nutridoras permanecem no
germario, e politrofico, quando as células nutridoras estdo associadas a cada
ovacito (Snodgrass, 1956; Chapman, 1998).

Os Hymenoptera juntamente com outros insetos holometabolos apresentam
ovariolos meroisticos politréficos. A maioria das espécies dos géneros Coleoptera e
Siphonatera, apesar de serem holometabolos, ndo apresentam ovariolos
meroisticos politréficos.

Basicamente, os ovariolos funcionais podem ser divididos nas seguintes
por¢cdes: filamento terminal, formado pelas membranas peritoneais e por tecido
conectivo, oriundo de cada porc¢éo distal dos ovariolos; germario, por¢do do ovariolo
onde se encontram as células primordiais ou ovogbnias e onde se inicia a
diferenciacdo entre as células trofocitarias e ovécito; e vitelario, porcdo do ovariolo
relativamente extensa, cujo tamanho depende da atividade da producéo de ovdcitos
e que se caracteriza pela presenca de foliculos formados pela camara trofocitaria e
camara ovocitica recobertas por células foliculares, sendo que nesta regido ocorre o
amadurecimento do 6vocito, deposi¢éo de vitelo (vitelogénese) e formacgéo do corio
ou casca (coriogénese) (Snodgrass 1956; Zacaro, 1996; Chapman, 1998).

Existe variacdo entre o numero de ovariolos nas abelhas. Durante a
evolucdo das abelhas sociais, essa diferenca surgiu entre as castas, rainhas e
operarias. Em A. mellifera, rainhas possuem mais de 100 ovariolos por ovario (Cruz-
Landim et al., 1998). Snodgrass (1956) relatou 160 a 180 ovariolos em cada ovario
de A. mellifera, enquanto o nimero de ovariolos em operarias raramente alcanca o
nimero de 20. Ndo somente o numero de ovariolos € maior em rainhas, como
também seu comprimento em relacdo aos das operéarias. Além disso, sao
funcionais, enquanto nas operarias eles estao inativos na presenca da rainha (Cruz-
Landim et al., 1998).

Enquanto em A. mellifera o sucesso reprodutivo € alcancado através do
aumento do nimero e comprimento dos ovariolos (Morini & Bueno, 1995), em
Meliponini ele é alcancado principalmente, pelo maior comprimento dos ovarios,
pois estas abelhas apresentam diferencas no desenvolvimento dos ovarios entre

rainhas e operarias, mas a diferenca numérica dos ovariolos ndo é grande. A



diferenca estd mais relacionada com o comprimento dos ovariolos do que com o
seu numero (Cruz-Landim et al., 1998).

Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta quatro ovariolos por ovario,
tanto em operérias quanto em rainhas. A diferenca encontrada foi somente no maior
comprimento dos ovariolos das rainhas (Cruz-landim et al., 1998; Martins & Serrao,
2004).

A espermateca, 6rgado de origem ectodérmica, consiste de uma bolsa
formada por um epitélio de camada Unica de células associada a um ducto
muscular. Este 6rgdo é responsavel por armazenar espermatozéides do tempo em
que a fémea foi inseminada até os ovocitos serem fertilizados. Associada a
espermateca existe um par de glandulas (Snodgrass, 1956). Em Apis mellifera,
essas glandulas sdo constituidas de dois tabulos que se unem e desembocam no
ducto que liga a espermateca a vagina (Dallai, 1975).Sua secrecdo pode estar
envolvida na ativagédo ou nutricdo dos espematozoides (Flanders, 1939; Snodgrass,
1933) ou servir simplesmente para lubrificar o ducto da espermateca (Van Wick,
1952).

Dada a importancia ecoldgica, econémica e do risco de extingdo que os
Meliponini vem sofrendo, a biologia reprodutiva desse grupo tem sido investigada.
Em Melipona quadrifasciata, a biologia reprodutiva foi investigada por varios autores
(Camargo, 1976; Kerr & Krause, 1950; Kerr et al., 1962; Silva et al., 1972; Melo et
al., 2001; Martins & Serréo, 2004).

Em uma colméia de M. quadrifasciata anthidioides onde existe rainha
fisogastrica, todas as rainhas que nascem sdo mortas pelas operarias, enquanto
gue em uma colméia 6rfd, uma rainha sobrevive e realiza o véo nupcial e as demais
sdo mortas (Silva et al., 1972). Para acontecer a cépula, os machos devem atingir o
estado de maturidade sexual, que para esta espécie ocorre a partir dos nove dias de
idade, quando os espermatozoéides ja migraram para a vesicula seminal. Nas
rainhas, a idade ideal para o acasalamento esta em torno de dois a seis dias de
idade (CAMARGO, 1976).

A c6pula em M. quadrifasciata anthidioides ocorre de forma semelhante a de
A. mellifera, onde o macho fica sobre a rainha (Herrod-Hempsall, 1937; Gary, 1963).
Com as patas posteriores o0 macho prende suas garras no VIl tergo abdominal da
rainha, puxa-o para cima e introduz a capsula genital na cAmara genital da rainha.

Em seguida, o macho se locomove para frente e deixa toda a capsula genital



juntamente com as vesiculas seminais na camara genital da fémea (Camargo,
1976).

Ap6s o vbo nupcial, as rainhas de M. quadrifasciata anthidioides retornam
com a genitalia masculina em sua camara genital (Kerr & Krause, 1950), e estas s6
copulam com um anico macho (Kerr et al., 1962; Kerr, 1973).

Apo6s a copula, os ovariolos das rainhas de M. quadrifasciata anthidioides
sdo ativados e o processo de ovogénese é concluido. Alteracfes na espermateca
também sdo observadas, sendo que o epitélio da parede apresenta-se mais
espesso em rainhas copuladas do que em rainhas virgens. Entretanto, os ovariolos
das rainhas virgens ndo completam o processo de ovogénese, sendo interrompido
antes do inicio do processo da vitelogénese (Martins & Serréo, 2004).

O atraso na cépula provoca alteragbes nos ovariolos de M. quadrifasciata
anthidioides, quando rainhas virgens com quinze dias de idade comecam a
apresentar reabsorcdo de ovécitos e células nutridoras (Martins & Serrdo, 2004).
Entretanto ndo ha dados sobre se essa reabsor¢do dos foliculos pode causar
esterilidade em rainhas com mais de 15 dias de idade. Desta maneira, este trabalho
avaliou madificacBes nos ovarios e espermatecas de rainhas virgens com até 30
dias de idade para testar a hipétese de que a auséncia de cépula pode causar

esterilidade nestas rainhas.
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3.1 - Influéncia da cépula na fertilidade de rainha s de Melipona
guadrifasciata anthidioides (Hymenoptera: Apidae)

Resumo. O efeito do atraso na copula na fertilidade das rainhas de Melipona
guadrifasciata anthioides foi investigado. Rainhas virgens com 15, 20, 25 e 30 dias
de idade foram dissecadas para verificar se o atraso na coépula induz de
degeneracdo em seus ovarios. Para verificar se a degeneracdo provocaria
esterilidade permanente, rainhas virgens com as mesmas idades (15, 20, 25 e 30
dias) foram copuladas e acompanhadas por, no minimo 14 dias para verificar se
houve fisogastria e, posteriormente foram dissecadas. Os ovarios foram analisados
através da histologia, testes histoquimicos e TUNEL para verificar morte celular
programada. Os resultados indicam que a auséncia de cOpula interrompe a
ovogénese impedindo que a vitelogénese ocorra. A auséncia de cépula promove
degeneracdo ovariana e essa é amplificada conforme o avanco da idade.
Entretanto, mesmo ocorrendo degeneracdo nos ovariolos, rainhas virgens com até
25 dias de idade, ap6s copula, apresentam ativacdo dos mesmos normalmente.

Palavras-chave: Degeneracdo ovariana; rainha virgem; coOpula; reabsorcdo de

ovacitos.

Abstract. The effect of mating delay on the ovary structure of virgin queens of
Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera: Apidae) was investigated. Virgin
gueens 15, 20, 25 and 30 days old were dissected to analyze their degree of ovary
degeneration. To verify whether the degeneration would cause permanent sterility,
virgin queens of the same ages (15, 20, 25 and 30 days) were mated and
accompanied for at least 14 days to verify whether there was physogastry and then
dissected. The ovaries were analyzed by histology, histochemical tests and TUNEL
to verify programmed cell death. The results showed that mating delay interrupted
oogenesis preventing vitellogenesis. Mating delay results in ovary degeneration
which increased with queen age. However, even when there was ovariole
degeneration, 25-day-old virgin queens after mating presented normal ovariole

activation.

Keywords: Ovary degeneration; Virgin queen; Mating; Oosorption
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Introducéo

As abelhas apresentam ovariolos do tipo meroistico politréfico (Snodgrass,
1935; Chapman 1988, Bining, 1994). Assim, a ovogénese nas abelhas, como em
outros insetos com ovariolos meroisticos politréficos, pode ser dividida em varias
fases. A primeira fase é caracterizada pelo inicio de proliferacdo da ovogonia B ou
citoblasto até atingir o nimero de células tipico para os cistos de cada espécie.
Posteriormente, ocorre a diferenciacdo do ovécito dos demais cistécitos, onde o
mesmo apresenta-se maior. Na proxima fase os foliculos ja apresentam uma certa
organizacdo com divisdo de camaras ovociticas e trofocitarias delimitadas por
células foliculares. Na seqiiéncia ocorre o crescimento do ovdcito e a poliploidizacao
das células nutridoras. Nesta fase, o crescimento do ovdécito da-se exclusivamente
através de material transferido pelas células nutridoras (Ries, 1932; Biining, 1994;
Zacaro, 1999; Simiczyjew, 2003; Cruz-Landim, 2004).

O inicio de deposicdo de vitelo no ovdcito caracteriza a vitelogénese. Essa
deposicdo ocorre inicialmente na periferia sob a forma de pequenos granulos
baséfilos. A transferéncia do material da hemolinfa para o ovdcito pode ocorrer por
espacos intercelulares ou por via transcelular nas células foliculares (Fleig, 1995).
Segundo Fill (1978), Chapman (1998) e Fleig (1995) as células foliculares também
podem contribuir para producéo do vitelo.

A deposicdo de vitelo avanca e granulos de vitelo de varios tamanhos
comecam a ocupar praticamente todo o citoplasma do ovocito. A membrana vitelina
também é produzida nessa fase e a mesma nao impede a deposi¢do de vitelo. A
Ultima fase € caracterizada pelo desaparecimento da camara nutridora ou
trofocitaria e pela sintese do cérion (Ries, 1932; Chapman, 1998; Zacaro, 1999;
Cruz-Landim, 2004).

A copula é um dos principais estimulos para o processo de ovogénese sendo
o fator responsavel pelo inicio de maturacdo dos ovos nos insetos (Davis, 1964;
Watson, 1964; Engelmann, 1970; Wheeler, 1996).

O acasalamento pode desencadear a ativacdo da vitelogénese nos insetos
tanto quimicamente pelas substancias introduzidas juntamente com o sémen (Chen
et al., 1988; Coleman et al., 1995; Wolfner, M.F. 1997), quanto por estimulos nas
terminagfes nervosas do trato genital (Bell & Bohm, 1975; Melo et al., 2001), onde
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este estimulo poderia induzir a producéo de hormdnio juvenil pelos corpora allata e
consequentemente o inicio da vitelogénese (Wheeler, 1996).

A ativacdo da vitelogénese é um processo que ndo estd totalmente
esclarecido, apesar da influéncia hormonal, em condicdes normais, ser fato
incontestavel, pois o horménio juvenil e os ecdisterdides tém efeito sobre a
vitelogénese (Bownes, 1989; Hartfelder et al., 2002).

Como a cépula acelera o processo de ovogénese nas abelhas, sua auséncia
pode provocar varias modificagcBes no trato reprodutivo do inseto, dentre elas a
reabsorcdo de ovécitos (Bell & Bohn, 1975), de células nutridoras e foliculares
(Patricio & Cruz-Landim, 2002; Martins & Serrao, 2004).

Rainhas virgens de Apis mellifera com 12-16 dias de idade apresentaram os
ovariolos desestruturados (Patricio & Cruz-Landim, 2002). Entretanto, rainhas nao
acasaladas com 30 dias de idade podem ser fecundadas e produzirem ovos
normalmente (Chaud Netto & Stort, 1980).

Segundo Martins & Serrdo (2004), a auséncia da cOpula afeta drasticamente
os ovarios de Melipona quadrifasciata anthidioides, mas permanece desconhecido
se esta degeneracdo causa esterilidade permanente. Diante a esta davida, este
trabalho teve por objetivo acompanhar a desorganizacdo ovariana em rainhas
virgens de M. quadrifasciata anthidioides e verificar se esta desorganizacédo impede

gue a ovogénese se complete nas mesmas apoés copula.

Material e Métodos

Rainhas e operarias de Melipona quadrifasciata anthidioides foram obtidas
de coldnias do Apiario Central da Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais,
Brasil. As rainhas foram obtidas de favos de cria removidos das col6nias, mantidos
a 29 + 1°C, em estufa B.O.D., e observados diariamente para deteccdo de rainhas
recém-emergidas. As rainhas recém-emergidas foram separadas em placas de Petri
(12 cm) contendo dez operarias e recebendo polen e mel nos cinco primeiros dias
de vida adulta. Cinco dias apés a emergéncia, as rainhas foram transferidas para
caixas de madeira (15 x 7,5 x 15 cm) cobertas com vidro, recebendo pélen, mel ad
lib. e cerume. Diariamente, operarias nutridoras foram acrescentadas nas caixas.
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Os machos foram obtidos através da separagdo dos recém-emergidos e sua
criacdo até atingir a idade para a reproducédo (cerca de 12 dias de idade segundo
Camargo, 1976) ou coletados na natureza.

Para acompanhar a degeneracdo ovariana, um total de quinze rainhas foi
estudado, sendo trés rainhas para cada idade. Rainhas recém emergidas e rainhas
virgens com 15, 20, 25 e 30 dias de idades foram dissecadas para retirada e analise
dos seus ovarios.

Para verificar como a auséncia de cépula influenciaria na fertilidade das
rainhas, um total de oito rainhas foi estudado, sendo duas rainhas virgens de cada
idade (15, 20, 25 e 30 dias). Estas foram retiradas das caixas e colocadas na
presenca de machos em uma placa de Petri (12 cm) para a copula. Apés a copula,
houve a reintroducdo das rainhas nas caixas e observacdo das mesmas por um
periodo de, no minimo, quatorze dias para verificar a ocorréncia de fisogastria
seguindo-se dissecacao dos ovarios.

O trato reprodutivo das rainhas foi dissecado em solu¢éo salina para insetos
e fixado em solucdo de Zamboni (Stefanini, 1967), posteriormente, desidratado em
uma série crescente de concentracdo alcodlica, embebido em historesina Leica JB4,
seccionados em cortes de 5 um de espessura e corado com hematoxilina e eosina.

Algumas seccdes foram submetidas aos testes histoquimicos de PAS para
evidenciacéo de polissacarideos e glico-conjugados neutros e ao teste de Mercurio-
bromofenol para evidenciacdo de proteinas (Pearse, 1985).

Para verificar o processo de morte celular programada o trato reprodutivo de
rainhas nas idades citadas anteriormente, fixados em Zamboni, foram desidratados
em série alcodlica crescente, embebido em parafina, seccionado a 7um de
espessura e submetido ao teste de TUNEL (Roche) segundo instru¢des do
fabricante.

O controle negativo foi realizado pela omissdo da solucdo enzimatica
associada a solucdo marcadora e o controle positivo com o material submetido a
DNase em tampao Tris-HCI por 10 minutos a 15-25° C antes do procedimento.

ApGs os testes, as laminas foram cobertas com laminulas, observadas ao
microscopio de luz e fotografadas com camera digital Nikon Coolpix 4500.
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Resultados

Os ovariolos de rainhas recém-emergidas sao longos e apresentam
diferenciacdo entre germario e vitelario. Porém, os foliculos apresentam-se no
estado pré-vitelogénico e as células tanto do germario quanto do vitelario ndo
apresentam indicios de morte (figura 1).

Alteracdes morfolégicas sdo observadas em rainhas com 15 dias de idade.
Nestas, os ovariolos apresentam alterac@es na regido do vitelario, com os ovécitos
apresentando grandes vaclolos (figura 2). Células nutridoras apresentam
morfologia atipica com grandes vaciolos em seu citoplasma e nucleos picnéticos
(figura 3). Mesmo com sinais de degeneracdo, a estrutura geral do ovariolo
permanece mantida, com células foliculares pavimentosas circundando a camara
trofocitaria e células foliculares cubicas ou colunares circundando a camara
ovocitica. A regido do germario ndo apresenta sinais de degeneracéo (figura 4).

Nos ovarios das rainhas virgens com 20 dias de idade, o vitelario demonstra
avancado estagio de degeneracdo. Nessa regido, a tdnica prépria apresenta-se
espessa (figura 5). Diferente do que acontece em rainhas com 15 dias de idade, a
desorganizacdo no germéario jA é identificada iniciando-se, aparentemente, na
periferia do mesmo (figura 6). Essa desorganizacdo é caracterizada pela presenca
de material amorfo na periferia. A partir de 20 dias de idade, as células foliculares da
camara trofocitéria ndo séo identificadas com facilidade.

Em rainhas virgens com 25 dias de idade, a degeneragdo do ovario
apresenta-se em estagio mais avancado. Varias células nutridoras exibem nucleos
picnoticos (figura 7). No germario, regibes com material amorfo na periferia do
mesmo séo encontradas associadas as células indiferenciadas (figura 8).

Nas rainhas virgens com 30 dias de idade o vitelario quase ndo é
identificado. Nesse estagio, os ovariolos constituem-se predominantemente de
regibes de germério envolvida por uma tdnica prépria espessa, membrana
peritoneal e ramificacdes traqueais (figura 9).

Em todas as rainhas analisadas, células foliculares e nutridoras
apresentaram-se positivas ao teste de TUNEL (figuras 10 e 11) e também néo foi
verificado o processo de vitelogénese.

Foliculos atrésicos sdo encontrados em rainhas a partir de 15 dias de idade.

Estes sdo caracterizados por grande quantidade de células foliculares envolvidos
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por uma espessa tunica propria. Em rainhas de 30 dias de idade, a quantidade de
células foliculares é reduzida (figura 12).

Andlises das sec¢bes submetidas ao teste de mercario-bromofenol
demonstraram reacdes positivas na tunica prépria (figura 13) e células musculares
da membrana peritoneal (figura 14). A tlnica propria apresentou espessura variavel
dependendo da fase que o ovario se encontrava, sendo espessa em regides onde
esta ocorrendo reabsorcao celular e delgada em regifes ndo afetadas.

Nas seccfes submetidas ao teste de PAS foi possivel identificar positividade
na regido do germario em rainhas virgens com até 25 dias de idade (figura 15), e em
regiBes do vitelario com estagio avancado de reabsorcdo ovocitica e tlnica propria
(figura 16).

Rainhas mantidas virgens com 15, 20 e 25 dias de idade apresentaram
fisogastria apos a cOpula. Nestas, as células nutridoras apresentam forma irregular
com nucleos grandes e cromatina descondensada indicando alta atividade sintética
(figura 17). Células foliculares apresentam morfologia tipica, sendo pavimentosas na
camara trofocitaria e cubicas ou colunares na camara ovocitica (figura 18). Granulos
de vitelo (figura 19) sado identificados nos ovocitos pelo teste de mercario-
bromofenol, indicando que o processo de vitelogénese esta ocorrendo. Pequenos
granulos de vitelo localizam-se nas proximidades das células foliculares e granulos
maiores sdo vistos nas regibes centrais do ovécito.

A tlnica propria, germario, células nutridoras e ovécitos sdo PAS-positivos
(figuras 20, 21, 17 e 22).

Rainhas mantidas virgens por 30 dias realizaram cépula, contudo, ndo houve

ativacdo ovariana e poucos dias apés a copula, estas morreram.

Discusséao

O crescimento dos ovdcitos nos insetos depende de fatores nutricionais,
hormonais, copula e idade (Telfer, 1965; Engelmann, 1970; Bell & Bohm, 1975;
Wheeler, 1996), mas a oviposicdo requer desenvolvimento do ovario e cépula
(Hatakoshi, 1992).

Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o atraso de copula
em M. quadrifasciata anthidioides provoca uma desorganizacdo nos ovariolos.

Rainhas virgens a partir de 15 dias de idade apresentam células com indicios de
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morte, caracterizadas por citoplasma vacuolizado e nicleos picndticos, uma vez que
em rainhas virgens mais novas estas caracteristicas nao estédo presentes (Martins &
Serrdo, 2004). Em M. quadrifasciata anthidioides, a ovogénese é interrompida, ndo
ocorrendo o processo de vitelogénese, confirmando os resultados de Martins &
Serrdo (2004).

A idade associada ao atraso da coOpula agrava ainda mais o processo de
degeneracd@o ovariolar. Em ovariolos de rainhas virgens com 30 dias de idade,
regifes de vitelario sdo praticamente inexistentes devido ao processo avancado de
degeneracdo do ovariolo. A idade juntamente com a atraso de cOpula na
degeneracdo dos ovariolos também foi verificada em rainhas de Apis mellifera
(Patricio & Cruz-Landim, 2002).

Apesar da cOpula nao estar relacionada ao desenvolvimento dos ovarios nas
operarias, seus ovarios regridem com o envelhecimento (Cruz-Landim & Silva de
Moraes, 2000; Santos & Cruz-Landim, 2002).

Além da morte celular das células nutridoras, os fatores auséncia de cépula
e idade provocam reabsorcdo de ovdcitos. Rainhas com 15 dias de virgindade
apresentam sinais de reabsorcdo de ovoécitos (Martins & Serrdo, 2004) e quanto
mais velhas, mais intensa € a reabsorcdo, sendo que em rainhas com 30 dias de
idade nenhum ovdcito foi encontrado. A absor¢cdo de ovécitos é uma estratégia
reprodutiva pela qual os ovicitos degeneram para conservar energia em resposta a
fatores comportamentais, ecoldgicos ou fisioldgicos através da interrupcdo da
deposicédo de vitelo (Bell & Bohm, 1975). A maior causa da absor¢éo de ovécitos é a
deficiéncia nutricional, mas outros fatores tais como sazonais, ligados ao
parasitismo, idade, presséo social (dominancia reprodutiva de um outro individuo) e
auséncia de copula estdo intimamente relacionados a este processo (Bell & Bohm,
1975). A reabsorcdo de ovdécitos pode ocorrer em qualquer estadgio de ovogénese e
durante a atresia folicular o epitélio folicular permanece intacto (Huebner, 1981).
Nossos resultados demonstram que regides de atresia folicular avancada séo
caracterizadas por um grande nimero de células foliculares envolvidas por uma
espessa tunica propria, sendo que aparentemente o nimero de células foliculares
decresce em rainhas mais velhas.

A reabsorcédo de ovécitos em rainhas virgens de M. quadrifascita anthidioides
ocorreu antes do inicio do processo de vitelogénse. Isso confirma a importancia da

copula como estimulo para o inicio da maturacdo dos ovOcitos nessa espécie como
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observado em outros insetos (Davis, 1964; Watson, 1964; Engelmann, 1970;
Wheeler, 1996).

A tanica propria é uma lamina basal elastica com funcao de suporte para os
ovariolos mantendo a forma do mesmo e barreira fisica seletiva para
macromoléculas atuando no acesso de hormdnios durante o periodo pré-
vitelogénico (Chapman, 1998; Bunning,1994). Ela pode variar no seu aspecto e
espessura conforme a fase que se encontra o ovario, sendo mais espessa em
estagios iniciais da ovogénese e delgada em estagios finais (Chapman, 1988). Em
rainhas velhas de Apis mellifera, locais de desagregacdo celular do filamento
terminal apresentam a tdnica prépria bem espessa (Cruz-Landim, 2004) de maneira
similar ao encontrado em M. quadrifasciata anthidioides, onde regides em
degeneracdo apresentaram a tUnica espessada, enquanto locais aparentemente
normais apresentam a tlnica delgada. Como a vitelogénese é inibida em rainhas
virgens, a espessura da tunica tende a aumentar devido a sua retragdo por causa
da reabsorc¢éo folicular e conseqiientemente a reducdo do volume do ovariolo.

Segundo Neves et al. (2003), sinais de espessamento da membrana basal
também foram encontrados na transicdo de larva para pupa no intestino de M.
guadrifasciata anthidioides, onde o epitélio intestinal larval € perdido e
posteriormente substituido por outro com origem das células regenerativas. Com a
perda do epitélio larval, o volume do intestino é reduzido e conseqiientemente ha
uma retragcdo da membrana basal formando dobras (Neves et al., 2003). O
espessamento da tunica propria nos ovarios de M. quadrifasciata deve ocorrer da
mesma forma que ocorre a retracdo da membrana basal do intestino com a
formacéo de dobras na parede do ovariolo.

Operarias de algumas espécies de abelhas apresentam plasticidade dos
ovarios. Em Apis mellifera, morte celular é encontrada nos ovariolos de operarias a
partir do 3° instar larval (Reginato & Cruz-Landim, 2001) e essas tém, quando
adultas, a ativacdo dos seus ovarios suprimida pelos feromdnios da rainha (Groot &
Voogd, 1954; Winston & Slessor, 1992). Entretanto, algumas operarias podem
ovipositar mesmo na presenca da rainha, mas numa frequiéncia muito baixa (Page &
Erickson, 1988; Visscher, 1989). Na auséncia da rainha, as operarias podem ter
seus ovarios ativados e ovipositar um consideravel nimero de ovos nao fertilizados
(Groot & Voogd, 1954).
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Nos meliponineos, mesmo ocorrendo morte celular nos ovariolos das
operarias, estes podem se desenvolver e a postura ocorrer na presenca da rainha,
mas algumas espécies (Frieseomelitta varia, Frieseomelitta silvestri e Duckeola
ghiliani) nunca desenvolvem seus ovarios (Sakagami et al., 1963; Sakagami &
Zucchi, 1968). Boleli et al. (1999) demonstraram que em Frieseomellita varia, a
morte celular nos ovariolos causa esterilidade permanente.

Rainhas virgens ndo produzem ovos, enquanto as operarias conseguem
ovipositar, mesmo ndo efetuando a copula. Varios estudos tém mostrado a
influéncia hormonal com relacdo a diferenciacdo de castas nos Apini e Meliponini
(Campos et al., 1975; Campos, 1978, 1979; Buschini & Campos, 1994; Rembold et
al., 1974). Nao somente a diferenciacdo esté sob controle hormonal, mas também, o
processo reprodutivo das castas, onde a sintese de vitelogenina deve ser ativada
(Robinson et al., 1992; Hartfelder & Engels, 1998). Provavelmente, o estimulo da
producdo de hormdnio, em rainhas, seja dependente de copula, enquanto ativacao
da vitelogénese nas operarias dependente de uma dieta adequada (Bitondi &
Paulino-Simdes, 1996).

Apesar de verificarmos que a degeneracdo nos ovariolos nas rainhas de
M.quadrifasciata anthidioides progride conforme a idade, essa degeneracdo néo
provocou esterilidade permanente em rainhas de até 25 dias de idade, pois, a
vitelogénese, que nao ocorria em rainhas virgens, ocorreu de forma normal apds a
copula das mesmas.

Em rainhas de Apis mellifera, os ovariolos entram em degeneracgéo a partir
de 12 dias de virgindade (Patricio & Cruz-Landim, 2002), porém, as rainhas com 30
dias de virgindade podem ser fecundadas e entrar em postura normalmente (Chaud
Netto & Stort, 1980). Esses resultados indicam que células indiferenciadas, tanto
ovogbnias quanto células pré-foliculares localizadas no germario podem
permanecer nesses ovariolos e a copula ativar a vitelogénese nos mesmos, ja que
0s estagios iniciais da ovogénese nao € estimulo-dependente (Patricio & Cruz-
Landim, 2002; Tanaka & Hartfelder, 2004; Berger & Abdalla, 2005).

O vitelo é constituido predominantemente por proteinas, mas lipideos e
glicogénio podem estar presentes, localizados entre os glébulos protéicos (Cruz-
Landim & Cruz-Hoéfling, 1971). Tanto no citoplasma quanto no interior dos préprios
granulos pode ser encontrado glicogénio. Essa afirmacao sustenta que a ativacao

dos ovariolos de rainhas com 25 dias de idade apds coOpula ocorreu de forma
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normal, pois, grande quantidade de proteinas foi verificada nos ovdcitos através do
teste de mercuario-bromofenol e granulos PAS positivos, provavelmente glicogénio,
foram evidenciados. Outra caracteristica do processo de vitelogénese € a presenca
de pequenos granulos na periferia do ovécito e posterior acimulo de granulos de
varios tamanhos por todo o ovécito (Cruz-Lanim & Cruz-Héfling, 1971; Cruz-Landim
& Caetano, 1981; Fleig, 1995), o que foi observado nas rainhas fecundadas até 25
dias de virgindade.

Apesar da degeneracéo progredir de acordo com o tempo, nos ovariolos das
rainhas virgens de M. quadrifasciata anthidioides, essa degeneracdo causa

esterilidade permanente em rainhas a partir de 30 dias de idade.
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Fig. 1. Seccédo histolégica do ovario da rainha recém-em@rgo estagio préielogénico con
distincdo da camara trofocitaria (CT) e ovdcito YO®arra: 5@m. Fig. 2. Seccao histoldgica ¢
ovario de rainha virgem com 15 dias de idade em isiséal de degeneracdo. O ovécito (Oc
células nutridoras (CN) com grandes vacuolos (\Mgrr& 2@m. Fig. 3. Seccao histologica ¢
camara trofocitaria (CT) com células nutridorageapntando ndcleos picnéticos (Rech ovario di
rainha virgem com 15 dias de idade. Barraur@0Fig. 4. Secc¢édo histolégica do ovario dainha
virgem com 15 dias de idade, mostrando a regidgedmario,com células em diferenciacdo s
sinais de morte. Barra: gt. Nu, nacleo; Oo, ovdcito; CN, células nutridor&pf, células pré-
foliculares e TP, tlnica propria.
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Fig. 5. Secc¢éo histolégica do ovario, mostrando uritidd em estagio avangado de degeneracé
rainha virgem com 20 dias de idade. Barratb0OFig. 6. Seccdo histolégica do ovario, mostranc
germério (Gm) com indicios de degeneragdo em sufeper(estrela) em rainha virgem com 20 ¢
de idade. Barra: 20n. Fig. 7. Seccéo histolégica do ovéario, mostrandcaeara trofocitaria (CT1
com células nutridoras apresentando nuacleos (Napéficos. Barra: 20pumFig. 8. Seccac
histologica do ovario, mostrando o germario (Gm) ®imha virgem com 25 dias de d#mernr
degeneracdo apresentando material amorfo (estmskciado as células indiferenciadas. B.
20um. CO, camara ovocitica; CF, células foliculafél tlnica prépria; e MP, membrana peritoneal.
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Fig. 9. Ovario de rainha virgem com 30 dias de idade: sebgstologicamostrando trés foliculc
(Fol) envolvidos por uma espessa membrana peritdiMga). Barra: 5@um. Fig. 10-11. Seccac
histolégica dos ovarios de rainhas virgens comi@® de idadesubmetidos ao teste de morte cel
programada (TUNEL) com células nutridoras (CN) kctdares (CF) com nucleos (Nu) positiv
Barra: 5um e 2Qum. Fig. 12. Secc¢do histolégica dos ovarios, mostraraliztilos atrésicos (FA) e
rainha virgem com 30 dias de idade, contendo pot&atas foliculares. Barra: gth.
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Fig. 13. Seccao histolégica do ovario, com tunica préopri®)(Ppositiva ao teste de mercurio-
bromofenol, germario (Gm) e membrana peritoneal (NBRrra: 10umFig. 14. Seccao histogica
do ovério submetido ao teste de mercurio-bromofemmtrando a membrana peritoneal (MBN
células musculares positivas (setas). Barra: 2Gjgn15. Seccao histoldgica do ovario, mostranc
germario (Gm) positivo ao teste de PAS em rainhgem com 25 dias de idade. Barra: 20kig-
16. Seccéo histologica do ovario, mostrandcdenara ovocitica (CO) positiva ao teste de PAS
rainha virgem com 25 dias de idade. Barra: 20pumtdmi#ca propria.

32



Fig. 17. Seccao histolégica do ovéario, mostrandcamara trofocitaria (CT) com células nutridc
com nucleos (Nu) volumosos com cromatina descomrdiens citoplasma PAS positivo em rai
copulada com 25 dias de idade. BarraguB0OFig. 18. Seccao histoldégica do ovario, mostral
diferencas na morfogia das células foliculares (CF) da camara oigzitCO) que séo cubicas
trofocitaria (CT) que sdo pavimentosas. Barrapn20Fig. 19. Seccdo histoloégica do ovar
mostrando a camara ovocitica submetida ao testeedgirio-bromofenol, mostrando v@si granulo:
de vitelo positivos (setas) em rainha copulada 26ntias de idade. Barra: jof. Fig. 20. Seccac
histologica do ovario, mostrando a camara ovoc{t@) e a camartxofocitaria (CT) submetida ¢
teste de PAS com tunica propria (Tp) positiva. 8asum. Oo, ovocito; CF, células foliculares.
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Fig. 21. Seccdao histologica do ovéario, mostrandegi&o do germario (Gm) positi
ao teste de PAS (setas) em rainha copulada cone2%le idade. Barra: gf. Fig.
22. Seccao histologica do ovario, mostrandovéaito (Oo) positivo ao teste de P,
(setas) em rainha copulada com 25 dias de idadea:B&Qum. FC, célula:

foliculares.
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3.2 - Efeito da copula no desenvolvimento da esperm  ateca de rainhas

de Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera, Apidae)

Resumo. O efeito da copula no desenvolvimento da espermateca de rainhas de
Melipona quadrifasciata anthidioides foi investigado. Rainhas virgens recém-
emergidas e com 15, 20, 30 dias de vida adulta e fisogastricas tiveram suas
espermatecas dissecadas. As espermatecas foram analisadas por meio de técnicas
histolégicas e histoquimicas. Para testar se houve diferenca no desenvolvimento da
espermateca entre rainhas virgens com diferentes idades e entre rainhas virgens e
fisogatricas, medidas da espessura do epitélio e volume da espermateca foram
submetidas a andlise de variancia. Os resultados demonstram que nao ha diferencas
significativas na espessura do epitélio da parede e no volume do receptaculo da
espermateca nas rainhas virgens. Entretanto, rainhas fisogastricas apresentam
espermatecas mais volumosas e epitélio mais espesso que as virgens. As glandulas
da espermateca também sao afetadas pela cépula, pois em rainhas recém-emergidas
as glandulas sdo PAS positivas enquanto em rainhas virgens com 30 dias
apresentam poucos polissacarideos. Rainhas fisogastricas apresentaram as
glandulas PAS positivas. O teste de mercurio-bromofenol foi positivo no epitélio das
espermatecas de rainhas virgens e fisogastricas. Nas glandulas, as rainhas
fisogastricas apresentam granulos contendo proteinas.

Palavras-chave: Espermateca; cépula; rainha virgem

Abstract: The effect of mating in the spermathecal development of the virgin queens
in Melipona quadrifasciata anthidioides was investigated. Newly emerged virgin
gueens with 15, 20, 30 days old of adult life and physogastric queens had their
spermathecae dissected. The spermathecae were analyzed by means of histology
and histochemical tests. To verify differences in the espermathecal development
among virgin queens with different ages and among virgin queens and physogastric
ones, measurements of the epithelial thickness and spermathecal volume were carried
out. The results showed that there are no significant differences in the spermathecal
epithelium thickness and recepetacle volumen between virgin and physogastric
gueens. However, physogastric queens have spermathecae more voluminous and the
epithelium thicker than virgin queens. The spermathecal glands are also affected by

the mating delay, because in newly emerged queens the glands are PAS-positive
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while virgin queens 30 days old show few polysaccharide. Spermatehcal glands of
physogastric queens were PAS-positive. Virgin and physogastric queens have positive
mercury-bromophenol spermathecal epithelium, while only physogastric ones have
protein granules in the cell glands.

Keywords: bees, mating, spermatheca, virgin queen
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Introducéo

O processo reprodutivo em abelhas sociais é longo. Durante todo este
periodo, os espermatozéides precisam ser mantidos dentro das fémeas. A
manutencao da viabilidade dos espermatozdides é um aspecto critico do sucesso
reprodutivo das rainhas (Hitchcock, 1956). A espermateca, estrutura especializada
encontrada no aparelho reprodutor das fémeas exerce essa funcdo (Snodgrass,
1935, 1956).

O desenvolvimento de um 6rgado especializado para a estocagem afastou a
necessidade de acasalamento antes de cada oviposicdo e permitiu o uso dos
espermatozoides armazenados de acordo com a necessidade, dispensando assim,
da procura por subsequentes acasalamentos pela fémea e do risco de ser predada
(Thornhill & Alcock, 1983).

Em abelhas, a espermateca é uma bolsa esférica com a parede constituida
por uma camada Unica de células altas com um revestimento cuticular na face
luminal e, na sua face externa uma lamina basal e extensa rede traqueolar, sendo
conectada na transicdo do oviduto comum para a vagina por um ducto curto
(Camargo & Mello, 1970; Dallai, 1975; Pabalan et al., 1996; Martins & Serrdo, 2002).

O epitélio da espermateca promove protecdo para 0s espermatozéides e
constitui uma barreira para que a viabilidade destes néo seja afetada (Taber & Blum,
1960). A espermateca apresenta também a funcdo de controle de saida de
espermatozoides, controle de pH do meio onde os espermatozéides se encontram e
trocas gasosas (Snodgrass, 1956; Lensky & Schindler, 1967; Poole, 1970). Em
rainhas recém-emergidas, ela ndo esta totalmente desenvolvida e pode necessitar
de maturacéo antes da cépula (Poole, 1970).

Associada a espermateca encontra-se um par de glandulas. Em Apis
mellifera, essas glandulas s&o constituidas de dois tlbulos que se unem e
desembocam no ducto que liga a espermateca a vagina (Dallai, 1975). Em Melipona
bicolor, as glandulas da espermateca s&o reduzidas e os ductos glandulares
desembocam diretamente na espermateca (Cruz-Landim & Serrdo, 2002).

A funcdo das glandulas da espermateca ainda é discutida. Sua secrecao
pode estar envolvida na ativacdo ou nutricdo dos espematozéides (Flanders, 1939;
Snodgrass, 1933) ou servir simplesmente para lubrificar o ducto da espermateca

(Van Wick, 1952). Em algumas espécies do género Bombus, além da secrecao
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produzida pelas glandulas da espermateca, polissacarideos sdo secretado pelas
Células do ducto da espermateca como uma fonte de energia para o0s
espermatozoides antes da fertilizacdo dos ovacitos (Schoeters & Billen, 2000).

Segundo Fyg (1960), os espermatozdides permanecem na espermateca em
um estado metabdlico baixo. A ndo motilidade dos espermatozéides na
espermateca se deve principalmente ao pH basico interno desta, a alta viscosidade
do fluido espermatico; a parcial desidratacdo dos espermatozdides (devido a
hipertonicidade deste fluido); a presenca de um inibidor da atividade dos
espermatozoides e a deficiéncia de oxigénio dentro da espermateca, promovendo
um estado de laténcia das células espermaticas (Lensky & Schindler, 1967). Os
espermatozoides permanecendo iméveis proporcionam um aumento de sua
longevidade diminuindo o metabolismo e consumo de oxigénio, e diminuindo a
secrecao de residuos de reagBes quimicas no meio (Aidar, 1996).

Visto que a espermateca apresenta a fungdo de armazenar e manter a
viabilidade dos espermatozdides e que rainhas recém-emergidas nao apresentam
espermatecas totalmente desenvolvidas, esse trabalho tem por objetivo analisar se
a copula influencia no desenvolvimento da espermateca e na atividade das suas
glandulas em rainhas de Melipona quadrifasciata anthidioides.

Material e Métodos

Rainhas e operarias de Melipona quadrifasciata anthidioides foram obtidas
diretamente de coldnias do Apiario Central da Universidade Federal de Vicosa,
Minas Gerais, Brasil. As rainhas foram obtidas de favos de cria removidos das
colénias, mantidos a 29 + 1°C, em estufa B.O.D., e observados diariamente para
deteccdo de rainhas recém-emergidas. As rainhas recém-emergidas foram
separadas em placas de Petri (12 cm) contendo dez operarias e recebendo polen e
mel nos cinco primeiros dias de vida adulta. Cinco dias apés a emergéncia, as
rainhas foram transferidas para caixas de madeira (15 x 7,5 x 15 cm) cobertas com
vidro, recebendo pélen, mel ad lib. e cerume. Diariamente, operarias foram

acrescentadas as caixas.
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Para verificar se ha alteragbes nas espermatecas e nas glandulas da
espermateca, um total de doze rainhas foram estudadas, sendo trés rainhas em
cada uma das seguintes idades: recém-emergidas, 15, 20 e 30 dias.

Para verificar se a copula influencia a morfologia da espermateca das
rainhas, rainhas fisogastricas também foram analisadas.

O trato reprodutivo foi dissecado em solucao salina para insetos e transferido
para a solugéo fixadora de Zamboni (Stefanini, 1967), posteriormente, desidratado
em série crescente de concentracdo alcodlica, embebido em historesina JB4,
seccionados serialmente em cortes de 5 ym de espessura e corado com
hematoxilina e eosina.

Algumas seccdes foram submetidas aos testes histoquimicos de PAS para
evidenciar polissacarideos e glico-conjugados neutros e ao teste de Mercurio-
bromofenol para evidenciacdo de proteinas (Pearse, 1985).

Depois de coradas, as laminas foram cobertas com laminulas, observadas
ao microscopio de luz e fotografadas com a camera digital Nikon Coolpix 4500.

As seccles seriadas foram utilizadas para determinar a espessura do epitélio
e o volume do receptaculo das espermatecas pelo método de Cavalieri (Coggeshall,
1992). As medidas foram feitas com o auxilio do software Image Pro Plus®, 4.0
versdo para Windows (Media Cyabernetics). Para testar se houve diferenca no
desenvolvimento da espermateca entre rainhas virgens com diferentes idades as
medidas foram submetidas a analise de varidncia (ANOVA). O mesmo teste foi
realizado para testar se ha diferenca no desenvolvimento da espermateca (eixo Y)
entre rainhas virgens e copuladas (eixo X). O teste foi realizado com auxilio do
aplicativo XLSTAT 2006 versao para Windows.

Resultados

A espermateca das rainhas de M. quadrifasciata anthidioides é uma bolsa
esférica ligada ao oviduto comum pelo ducto da espermateca (figura 1). Sua parede
€ constituida por um epitélio simples apresentando uma cuticula na face luminal e
na face externa uma lamina basal (figura 2).

Tanto em rainhas virgens quanto em fisogastricas, a parede da espermateca
apresenta células colunares com nucleos centrais. Estas células apresentam

citoplasma predominantemente basoéfilo com material disperso em forma de
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filamentos na base e de forma homogénea no apice em rainhas virgens e
citoplasma homogéneo em rainhas fisogastricas (figura 3 e 4).

Nas rainhas virgens, a parede da espermateca apresentou positividade ao
teste de PAS somente na lamina basal e cuticula. O mesmo aconteceu em rainhas
fisogastricas, acrescido de uma leve positividade em seu citoplasma (figura 5).

O epitélio da espermateca apresentou regibes positivas ao mercurio-
bromofenol. A regido apical apresentou-se homogeneamente positiva em todas as
rainhas analisadas, tanto virgens quanto fisogastricas, enquanto que na regido
basal, as reacdes positivas ao mercurio-bromofenol foram escassas. No espaco
subcuticular, as células apresentaram forte reacao positiva para proteinas (figura 6).
Nucleos volumosos com nucléolos evidentes foram identificados no epitélio da
espermateca (figura 7).

Em rainhas virgens ndo foram encontradas alteracdes significativas no
volume da espermateca (F = 2,34; P > 0,05) e na espessura do epitélio (F = 2,42; P
> 0,05). Tanto as células epiteliais da espermateca quanto das glandulas da
espermateca ndo demonstraram caracteristicas de morte ou de divisdo celular.

Rainhas fisogastricas apresentam o receptaculo mais volumoso (64,36 x 10°
+ 42 x 10° um®) do que rainhas virgens (13,71 x 10° + 6 x 10° ym®; F = 19,32; P <
0,05; figura 8). A espessura do epitélio das rainhas copuladas (50,29 + 4,46 um)
também foi maior do que em rainhas virgens (34,26 + 6,1 uym ; ; p < 0,05; figura 9).

O ducto da espemateca é constituido por um epitélio simples de células
achatadas revestidas por cuticula. Externamente, ha uma camada muscular que se
mostra bem desenvolvida na jungcdo com o receptaculo da espemateca.

As glandulas da espermateca séo constituidas por duas camadas de células:
uma interna néo secretora recoberta pela cuticula na face luminal formando a intima
e uma camada externa secretora (figura 10). As células da camada secretora sao
esféricas, providas de um canal que as ligam a um poro na cuticula por onde a
secrecdo é descarregada denominado canal coletor. A secrecdo da glandula é
descarregada diretamente no receptaculo da espermateca.

As glandulas da espermateca de rainhas virgens apresentaram-se
positivas ao teste de PAS. Com o0 avancar da idade, a positividade foi reduzida, ja
gue em rainhas virgens com 30 dias de idade poucos pontos positivos foram
encontrados (figuras 11 e 12). O ducto da espermateca, quando submetido ao teste

de PAS, demonstrou células musculares positivas em rainhas com até 15 dias de
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idade. Quanto ao teste de mercurio-bromofenol, tanto as glandulas da espermateca
guanto o ducto da espermateca mostraram-se positivas em rainhas virgens.

As células glandulares e o ducto da espermateca de rainhas fisogastricas
sdo positivas ao teste de PAS (figura 13). No teste para proteinas, as células
glandulares apresentaram o citoplasma e granulos fortemente positivos (figural4).

Discussao

A espermateca de M. quadrifasciata anthidioides apresenta morfologia muito
semelhante ao de outras espécies de abelhas (Camargo & Mello, 1970; Dallai,
1975; Pabalan et al., 1996; Martins & Serréo, 2002).

A espessura do epitélio da parede da espermateca de A.mellifera pode variar
de acordo com a idade, sendo cubicas em rainhas virgens e colunares em rainhas
velhas (fisogastricas), pois a espermateca de rainhas-recém emergidas ndo esta
completamente desenvolvida e pode requerer diferenciacdo e maturagdo antes da
copula, sendo que, o desenvolvimento da espermateca depende mais da idade do
que da cépula (Poole, 1970). Por outro lado, nossos resultados mostram que em
rainhas virgens de M. quadrifasciata anthidioides com diferentes idades nao foram
encontradas alterac¢des significativas na espessura do epitélio da espermateca e no
volume destas. Entretanto, rainhas fisogastricas apresentaram volume e espessura
do epitélio maior que o das rainhas virgens, sugerindo que o desenvolvimento do
epitélio da espermateca em M. quadrifasciata anthidioides é dependente, nao
somente da idade, mas também da copula.

O aumento do volume provavelmente ocorreu por causa da quantidade de
espermatozoides armazenados na espermateca apds copula.

Na analise do epitélio da espermateca, tanto em rainhas virgens quanto em
rainhas fisogastricas, ndo foram verificados sinais de morte nem de divisdo celular.
Poole (1970) ndo encontrou divisdo celular no epitélio da espermateca de Apis
mellifera, sendo, portanto o aumento do volume da espermateca nas rainhas
decorrente do aumento do tamanho e ndao no ndmero de células do epitélio, que é
corroborado pela maior espessura do epitélio da espemateca em rainhas
fisogastricas de M. quadrifasciata anthidioides.

Tanto a cuticula quanto a lamina basal sao positivas ao teste de PAS em M.

guadrifasciata anthidioides, semelhante ao reportado para A. mellifera (Poole,
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1970). Os componentes primarios da lamina basal séo proteinas fibrosas, colageno,
glicoproteinas e glicosaminoglicanas, sendo as duas Ultimas as responsaveis pela
positividade ao teste de PAS. A quitina, constituinte caracteristico da cuticula dos
insetos é composta de residuos de N-acetilglicosamina e outros componentes
(Chapman, 1998; Pearse, 1985).

O epitélio da espermateca de rainhas virgens e fisogastricas de M.
guadrifasciata anthidioides é positiva ao teste de mercuario-bromofenol. Segundo
Camargo & Mello (1970), o epitélio da espermateca desde o estagio pupal a adulto
€ positivo ao teste de proteinas em A. mellifera.

As células epiteliais da espermateca secretam material para dentro do
reservatorio e poderia estar envolvida na troca de gases entre a espermateca e
traquéias e na passagem de materiais da hemolinfa para a espermateca (Laidlaw,
1944). Entretanto, Camargo & Mello (1970), Dallai (1975), Kressin (1996), sugerem
gue esse epitélio ndo esta envolvido na producao de substancias em rainhas de A.
mellifera. Nas células do epitélio da espermateca, o reticulo endoplasmatico rugoso
e 0 aparelho de Golgi sdo escassos, mas mitocondrias sdo encontradas associadas
a invaginacdes da membrana plasmatica na sua regido basal, indicando que esta
ocorrendo transporte de substancias entre a hemolinfa e a luz da espermateca
(Dallai, 1975; Kressin, 1996). Resultados semelhantes foram observados na
espemateca de M. bicolor bicolor, sendo a nutricdo dos espermatozdides feita por
absorcdo de substancias da hemolinfa com contribui¢do da secrecdo produzida pela
glandula da espermateca (Cruz-Landim et.al., 2003).

Nossos resultados mostram que o epitélio da espermateca apresenta
nucleos com localizagdo central, com cromatina descondensada e nucléolo evidente
tanto em rainhas virgens quanto em fisogastricas, caracteristicas de células com
alta atividade de sintese. Tanto as rainhas virgens quanto as fisogastricas
apresentam no apice das células epiteliais da espermateca um material fortemente
positivo ao mercurio-bromofenol, sugerindo que estas células podem secretar este
material para o reservatorio da espermateca, ou a secrecdo vista seja a propria
cuticula.

As glandulas da espermateca de M. quadrifasciata anthidioides apresenta
morfologia semelhante a encontrada em A. mellifera e M. bicolor bicolor (Dallai,
1972; Cruz-Landim & Serrdo, 2002). As glandulas possuem duas camadas de

células com trés tipos de células: as secretoras que apresentam um ducto coletor,
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as células que formam o ducto eferente, e as células da intima cuticular. Noirot &
Quennedey (1991) classificaram as células glandulares dos insetos com essa
morfologia como células glandulares do tipo Ill. No caso dessas glandulas, a intima
corresponderia a epiderme.

Estudos histoquimicos demonstraram que a secrecdo que ocupa o limen da
espermateca de fémeas virgens é provavelmente o produto de secrecdo das
glandulas constituido de glicoproteina ou glicosaminoglicanas (Davey & Webster,
1967; Clements & Potter, 1967; Bhatnagar & Musgrave, 1971). Em rainhas de A.
mellifera, a glandula da espermateca é PAS positiva (Camargo & Mello, 1970;
Dallai, 1972). NoOs encontramos resultados semelhantes nas glandulas da
espermateca de rainhas de M. quadrifasciata anthidioides que apresentaram-se
positivas ao teste de PAS. Entretanto, quando comparamos rainhas virgens com
idades diferentes foi observado que a positividade ao teste de PAS foi reduzida.
Rainhas virgens recém-emergidas apresentam alta positividade a esse teste que
pode ser explicado pelo fato dos tecidos jovens apresentarem uma reserva
energeética para o desenvolvimento e inicio da sua atividade (Cruz-Landim & Serréo,
2002).

As glandulas da espermateca de rainhas fisogastricas de M. quadrifasciata
anthidioides apresentam positividade ao teste de PAS como verificado em outros
insetos, sugerindo que a auséncia de positividade em rainhas virgens com 30 dias
de idade é devido a auséncia da cOpula, a qual poderia induzir a producdo de
secrecao pelas glandulas.

Como as glandulas da espermateca desembocam diretamente no
receptaculo da espemateca, como acontece em M. bicolor bicolor (Cruz-Landim &
Serrdo, 2002), acreditamos que essa glandula contribua com a nutricdo dos
espematozéides.

As células do ducto da espermateca de rainhas de algumas espécies
Bombus secreta polissacarideos que podem nutrir 0s espermatozéides antes da
fertilizacdo. NOs verificamos que o ducto da espermateca foi PAS positivo em
rainhas virgens com até 15 dias de idade. Em rainhas fisogastricas nas células
musculares e ndo nas células que formam o ducto, sugerindo que o ducto da

espermateca ndo tenha a funcao de nutrir os espermatozoéides.
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Os resultados aqui apresentados permitem inferir que a cépula é
responsavel pelo desenvolvimento da espermateca e atividade secretora das

glandulas.
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Fig. 1: Anatomia do aparelho reprodutor feminino d&nha de Melipona
quadrifasciata anthidioides. Ovarios constituids por foliculos conectados ¢
ovidutos laterais. A seta indica a espermatecadge oviduto comum. Barra: 2mm
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l

Fig. 22 Seccdo transversal da espermateca de rainhddelipona quadrifasciata anthidioides
constituida por uma camada Unica de células (ep)par de glandulas (Gl) e um ducto (D).
receptaculo. Barra: . Fig. 3. Seccao histologica da espermateca, mostrangdéie colunar d:
espermateca corgélulas com citoplasma predominantemente basoéfi@a) de rainha virge
submetido a coloragéo convencional (H.E) demondtraBarra: 20m. Fig. 4. Seccao histiégica de
espermateca, mostrando pitélio colunar da espermateca de rainha fisogasttom citoplasm
basofilo. Barra: 20m. Fig. 5. Seccéo histologica da espermateca, mostrandatéli@ de rainh:
fisogastrica submetido ao teste de PAS com citoatimina basal e cuticula positivos. Ba
20um. Lb, lamina basal; Cut, cuticula; Nu, nucleo.
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Fig. 6. Seccao histologica da espermateca, mostrangiitéie de rainha fisogastrica submetida
teste de mercurio-bromofenol com células com cispla pasivo, especialmente em seu apice.
lamina basal; Nu, nucleo; Esc, espaco subcuticBarra: 2@um. Fig 7. Detalhe do epitélio ¢
espermateca demonstrando os nucleos (Nu) e nueldldsntes (Ncl). Barra: 1n.
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Figura 8: Volume do receptéaculo da espermateca em rainhas virgens e fisogastricas de
Melipona quadrifasciata anthidioides. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca
pelo teste ANOVA (p < 0,05).
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Figura 9: Espessura do epitélio da espermateca de rainhas virgens e copuladas de
Melipona quadrifasciata anthidioides. Letras diferentes sobre as barras indicam diferenca no
teste ANOVA (p < 0,05).
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Fig. 10. Seccdo histologica da glandula da espermatecaMekpona
guadrifasciata anthidioides submetida a coloragdo convencional (H
composta por duas camadas de células, uma extensditgida por célule
secretoras (Cs) e outra interna ndo secretora cisrtidos de células, as células
da intima cuticular (Cic) e as células que formamuocto coletor (Dcl). Dg
ducto da glandula da espermateca. Barram20
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Fig. 11. Seccdo histolégica da glandula da espermatecaidbar recém-emergida déelipona
guadrifasciata anthidioides com células secretoras (Cs) PAS-positivas.Bafam2Fig. 12. Seccac
histolégica da glandula da espermateca de rainigami com 30 dias de idade PABgativa. Barre
20um. Fig. 13. Seccéo histoldgica da espermateca, mostrando o da@spermateca PAf®sitivo €
glandula da espermateca com alguns pontos PASyossém rainha fisogastrica. Barra:ud0. Fig.
14. Seccao histologica ddagdula da espermateca de rainha fisogastrica gidameao teste ¢
mercurio-bromofenol demonstrando granulos contesgtyecdo (Gs). Barra: %. Ep., epitélio
Cic, células da intima cuticular; Gld, glandula dapermateca; Dglducto da glandula c
espermateca.
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4 - Concluséo geral
Como ocorre em outros insetos, a cépula em Melipona quadrifasciata

anthidioides é responsavel por estimular o inicio da maturacdo dos ovdcitos. Os
ovarios destas permanecem em estado pré-vitelogénico até a coépula.
Posteriormente a cépula, a vitelogénese é ativada e o ovécito pode continuar seu
processo de maturacdo. Na auséncia da cOpula, os ovarios exibem sinais de
degeneracd@o em rainhas com 15 dias de idade, mas estes permanecem viaveis se a
rainha for copulada com até 25 dias de idade.

A cépula também interfere no desenvolvimento da espermateca. Rainhas
virgens ndo possuem espermatecas totalmente desenvolvidas, necessitando da
copula para que o desenvolvimento total ocorra. Em rainhas virgens a espermateca
apresenta o epitélio com menor espessura e o receptaculo com menor volume do
que rainhas fisogastricas. Como ndo foram verificadas divisGes celulares,
acreditamos que o0 aumento do volume da espermateca seja decorrente do aumento
do tamanho e ndo do numero de células do epitélio.

As glandulas da espermateca também sofrem interferéncia da copula.
Granulos contendo proteinas e polissacarideos sé&o identificados em rainhas
fisogastricas, enquanto em rainhas virgens os granulos protéicos ndo sédo
identificados e os granulos de polissacarideos tornam-se escassos com 0 avancar
da idade.
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