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RESUMO

Santana, WC. Papel do sistema enddcrino na reproducéo e divisdo de trabalho em
operérias de Melipona quadrifasciata (Apidae: Meliponini). 2007. 98pp. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto,
Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2007-06-25.

Vitelogenina (Vg) ¢ incorporada dentro dos odcitos em crescimento nos insetos via
endocitose mediada por receptores e € estocada dentro dos ovos como maior proteina do
vitelo. Os objetivos do presente estudo foram analisar a expressdo do gene vg e
quantificar o homonio juvenil (HJ) e as proteinas na hemolinfa de operarias de
Melipona quadrifasciata em relagdo a reproducdo e divisdo de trabalho. Uma alta
quantidade de RNAm de vg foi detectada em operarias que receberam uma dieta rica em
proteina, enquanto que uma dieta pobre em proteina foi associada com um decréscimo
na quantidade de RNAm de vg, sugerindo que uma dieta rica em proteina (podlen) ¢
fundamental para a ativagdo dos ovarios das operarias nesta abelha sem ferrdo. A
aplicacdo de analogo de hormdnio juvenil Pyriproxifen (PPN) resultou num decréscimo
no RNAm de vg no corpo gorduroso, mas ndo causou um declinio nos titulos da
proteina Vg na hemlinfa. Os titulos de HJ na hemolinfa de operarias recém-emergidas,
nutridoras e forrageiras ndo mostraram diferencgas significantes, indicando que este
hormonio ndo esta intimamente relacionado ao polietismo etario em operarias adultas de
M. quadrifasciata. Em operarias coletadas durante um evento de enxameagdo, nos
pudemos observar que um elevado titulo de HJ na hemolinfa de operarias com ovarios
ativados estd correlacionado com altos titulos de Vg. Quando colonias foram
suplementadas com polen adicional, notamos que estas foram capazes de produzir crias
de machos continuamente, independentemente da vari¢do na disponibilidade de
alimento no ambiente. Uma vez que os machos s3o oriundos de ovos hapldides ndo
fertilizados, muitas desses machos podem ser filhos de operarias, significando que as
operarias podem ajustar seus componentes do fitness de acordo com o recurso de pdlen
disponivel e, podem assim, alterar a razdo sexual na colonia. Esses resultados indicam
um alto grau de plasticidade comportamental em operarias M. quadrifasciata, que &,
aparentemente, relacionada as condigdes sociais, por um lado, e pela disponibilidade de
dieta de polen, por outro. Nossos resultados contribuem para clarear a relagdo entre
disponibilidade de pélen, regulacdo hormonal e polietismo etario em espécies nativas, e
podem contribuir para estudos comparativos em outras espécies de abelhas sem ferrao.

Palavras-chave: Melipona quadrifasciata, vitelogenina, divisdo de trabalho, hormdnio
juvenil, PER
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ABSTRACT

Santana WC. The role of the endocrine system in reproduction and division of labor
in workers of Melipona quadrifasciata (Apidae: Meliponini). 2007. 98pp. Doctoral
Thesis - Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo, Universidade de Sao
Paulo, Ribeirdo Preto, 2007-06-25.

Vitellogenin (Vg) is incorporated into the growing oocytes of insects, via receptor
mediated endocytosis and is stored within the egg as a major yolk protein. The aims of
the present study were to analyze the expression of the vg gene and to quantify juvenile
hormone (JH) and the total amount of proteins in hemolymph of Melipona
quadrifasciata workers in relation to reproduction and division of labor. A high amount
of vg mRNA was detected in workers that had received a protein-rich diet, whereas a
low-protein diet was associated with a decrease in vg mRNA, suggesting that a protein-
rich (pollen) diet is fundamental for the activation of the ovaries of workers in this
stingless bee. Appliation of the juvenile hormone analog Pyriproxifen (PPN) resulted in
a decrease in v¢ mRNA in fat body, but did not cause a decline in the Vg protein titer in
hemolymph. The JH titer in hemolymph of newly emerged workers, nurses and foragers
did not show significant differences indicating that this hormone is not strongly related
to age polyethism in adult workers of M. quadrifasciata. In workers collected during a
swarming event we observecd that an elevated JH titer in hemolymph of workers with
activated ovaries is correlated with a high Vg titer. When supplying colonies with
additional pollen we noted that these were able to produce male brood continuously,
independent of the seasonally varying supplies. Since males arise from unfertilized
haploid eggs, many of these males may be the sons of workers, meaning that workers
may adjust their fitness components according to the pollen resources available in the
colony and can, thus, alter the colony sex ratio. Taken together, all these results indicate
a high degree of behavioral plasticity in M. quadrifasciata workers, which is apparently
directly related to the social conditions on the one hand and the availability of a pollen-
rich diet on the other. Our results contribute to clarify the relationship between pollen
availability, hormonal regulation, and age polyethism in a native bee species that may
set guidelines for comparative studies on other stingless bee species.

Key words: Melipona quadrifasciata, vitellogenin, division of labor, juvenile hormone,
plasticity, PER
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1.1. Colbnia de abelhas sem ferrao

As abelhas sem ferrdo (meliponinios) sdo o grupo irmdo ao das abelhas
meliferas (Michener, 2000) compreedendo mais de 300 espécies, todas exclusivamente
tropicais e subtropicais (Camargo & Pedro, 1992), subdivida em duas tribos:
Meliponini, hoje subtribo Meliponina, com Melipona como Unico género; e a tribo

Trigonini, hoje subtribo Trigonina, com mais de vinte géneros (Michener, 2000).

A subtribo Meliponina (Hymenoptera, Apidae, Apinae) (Michener, 2000), a qual
pertence Melipona quadrifasciata Lepteletier, constitui um grupo de abelhas sem ferrdo
amplamente distribuidas nas regides Neotropicais (Roubik, 1989), ocorrendo desde o
Meéxico até o estado do Rio Grande do Sul, no Brasil (Kerr, 1969; Nogueira-Neto,
1997), sendo esta espécie distribuida ao longo da costa, desde a Paraiba até o Parana

(Moure & Kerr, 1950).

1.2. Mecanismo de determinacéo de castas

O desenvolvimento das castas nos insetos sociais, em geral, estd relacionado
com o amplo fenomeno de polimorfismo nos insetos. O tipo de polimorfismo em que o
individuo tem potencial para desenvolver-se em uma série de formas alternativamente
através da diferenciacdo das castas ¢ denominado polimorfismo facultativo (Nijhout &
Wheeler, 1982). Em abelhas, o polimorfismo de castas envolve exclusivamente a
populacdo feminina, que sdo caracterizadas por diferencas morfologicas, fisiologicas e

comportamentais (Michener, 1974).
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A monopolizagdo da reprodugdo pela rainha fisogastrica em coldnias de abelhas
sociais ¢ resultado de um longo processo evolutivo no qual a fémea dominante suprime
os atos reprodutivos das demais fémeas presentes na colonia, tornando-as operarias. Em
colonias com numero restrito de fémeas, tal controle pode ser exercido pela rainha por
atos agressivos diretos ou pela remocdo (oofagia) dos ovos postos pelas operarias. Ja
nas colonias maiores dos Apinae (Apinini ¢ Meliponini), o controle sobre as operarias
se da por feromonio da rainha, que ¢ mais eficiente, bem como acompanhado de uma
progressiva diferenciacdo morfologica e anatomica das castas. Tais caracteristicas
podem ser interpretadas como um fator de manipulagcdo das operarias e também servir
com um “sinal honesta”, sinalizando a presenca da rainha e da sua alta capacidade

reprodutiva (Keller & Nonacs, 1993).

A diferenciagdo de castas nas abelhas eusociais, que tem como resultado a
producdo de dois fenotipos claramente distintos, ocorre integrada aos processos de
metamorfose, e desta forma ¢ controlada pelos mesmos hormonios: horménio juvenil
(HJ) e os ecdisterdides (ECD), especialmente makisterona A (Hartfelder & Engels,
1998, para revisdo ver Hartfelder & Emlen, 2005). As principais diferengas anatomicas
entre as castas geradas neste processo estdo concentradas no sistema reprodutor, no
tamanho dos ovarios, nimero de ovariolos, presenca de espermateca e estrutura da
bursa copulatrix. Além disso, foram descobertas diferengas fisioldgicas entre as
operarias e rainhas, especialmente na produgado de vitelogenina (Vg). Em Apis mellifera,
a regulacdo hormonal da sintese de vitelogenina (Vg) tem sido estudada intensamente,
mostrando que HJ e ECD nao modulam, de forma significativa, a sua produgao pelas
células do corpo gorduroso, na fase adulta (Engels et al., 1990; Hartfelder & Engels,
1998). Ja na fase pupal, o perfil casta-especifico do aumento do titulo de HJ constitui
um sinal importante na iniciagdo da expressio de Vg (Barchuk et al., 2002).
Contrastando com as amplas informagdes sobre a regulagdao da diferenciacao das castas
e sua fisiologia em A. mellifera, pouco se sabe sobre os meliponineos (Engels & Engels,
1974), nas quais, a maioria dos experimentos com aplica¢gdo hormonal demonstrou um
efeito indutor de caracteristicas de rainhas quando o HJ foi aplicado no ultimo instar
larval (Campos, 1975, 1978 e 1979). Dados sobre os titulos hormonais endégenos nas
fases pré-imaginais foram verificados apenas em duas espécies de Meliponini,
Scaptotrigona postica (Hartfelder & Rembold, 1991) e M. quadrifasciata (Pinto et al.,
2002).
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1.3.  Vitelogenina na reproducéo de abelhas

A proteina precursora do ovo ¢ chamada de vitelogenina e tem recebido muita
atencdo em estudos sobre a regulagdo por HJ em insetos (para revisao ver Wyatt &
Davey, 1996). Esta proteina pertence a superfamilia de glicoproteinas de alto peso
molecular, que sdo processadas no corpo gorduroso por clivagem proteolitica e adi¢ao

de carboidratos, fosfatos, sulfatos e lipidios (para revisao ver Engelmann, 1979).

A vitelogenina geralmente ¢ sintetizada pelo corpo gorduroso e secretada na
hemolinfa, de onde ¢ seqiiestrada pelos ovocitos em crescimento através de endocitose
mediada por receptores (Hagedorn & Kunkel, 1979; Postlethwait & Giorgi, 1985;
Raikel & Dhadialla, 1992; Valle, 1993). A Vg de 4. mellifera ¢ uma lipoglicoproteina
de 180 kDa (Engels et al., 1990; Wheeler & Kawooya, 1990; Piulachs et al., 2003). Ja a
Vg de M. quadrifasciata apresenta um alto grau de homologia (99%) em relacdo a Vg
de A. mellifera e peso molecular semelhante (Silva, 2003), estando intimamente

relacionada a capacidade reprodutiva dos insetos.

A rainha recém emergida de A. mellifera possui baixo titulo da Vg que aumenta
durante os quatro primeiros dias apds a emergéncia e se mantém elevado, representando
no minimo 50% do total das proteinas da hemolinfa (Engels, 1974; Engels et al., 1990;
Hartfelder & Engels, 1998). J4 a sintese de Vg ndo ¢ continua em operarias de A.
mellifera. Durante a fase que exercem a funcdo de nutridoras a concentragdo de Vg na
hemolinfa ¢ alta, 30 — 40% do total das proteinas da hemolinfa, sendo baixa em
operarias recém emergidas e forrageiras (Engels, 1974; Fluri et al., 1982; Engels et al.,
1990). Ja, na auséncia da rainha, o titulo de Vg nas operarias que ovipositam ¢
aproximadamente igual ao da rainha poedeira (Engels, 1974; Engels et al., 1990;

Zillikens et al., 1998).

O HJ e os ecdisterdides sdo hormdnios que atuam no processo de iniciacao,
manutengdo ou inibi¢ao da sintese de Vg em varios insetos (para revisao ver Raikhel et
al., 2005). H4 uma clara rela¢do, em A. mellifera, entre os titulos de Vg e HJ presentes
na hemolinfa de operarias; naquelas com fung¢do nutridora, os titulos de Vg sdo altos e
de HJ baixos na hemolinfa. J& nas operarias forrageiras, os titulos de Vg sao baixos ¢ os

de HJ sao altos (Engels et al., 1990; Hartfelder & Engels, 1998).
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Nos Meliponini, duas espécies (S. postica € M. quadrifasciata) foram estudas
quanto ao titulo de Vg, sendo que as operarias recém emergidas ndo a apresentam na
hemolinfa. A sintese de Vg esta relacionado com a func¢do de nutriz pelas operarias, nas
quais esta proteina representa 40-50% da proteina total da hemolinfa, possivelmente
relacionada a producdao de ovos durante esta fase, mesmo na presenga da rainha. Ja
operarias forrageiras apresentam baixos titulos de Vg (Engels & Engels, 1977). A
expressdo do gene da Vg foi verificada em abelhas recém emergidas, nutridoras e
forrageiras de M. scutellaris e até mesmo nas operarias de Frieseomellita varia, espécie
na qual as operarias apresentam os ovarios atrofiados durante a vida adulta, verificando
a abundancia da proteina Vg na hemolinfa das operarias nutridoras destas espécies

(Dallacqua et al., 2007).

Trabalhos recentes com A. mellifera demonstraram que a Vg foi caracterizada
como uma proteina multifuncional envolvida em varios processos bioldgicos como:
reproducdo, longevidade, imunidade, transporte de zinco e sintese de alimento larval
(Hartfelder & Engels, 1998; Amdam & Omholt, 2002; Amdam et al., 2003a; Amdam &
Ombholt, 2003; Amdam et al., 2004b; Amdam et al., 2005).

1.4. Mecanismo de determinacéo de castas na sub-tribo Meliponina

No género Melipona pressupdem-se que a determinacdo das castas ocorra a
partir de sistema mendeliano classico por meio de mecanismo genético-alimentar, sendo
as rainhas heterozigotas para dois pares de alelos sexuais, xa e xb, apresentando a
seguinte constituicdo genética: xal xa2 / xbl xb2 (Kerr, 1946, 1948, 1950, 1969; Kerr
& Nielsen, 1966; Kerr et al., 1966). S6 serdo rainhas as abelhas que apresentarem estas
duas heterozigoses e receberem uma quantidade de alimento suficiente durante a fase de
larva. As demais abelhas heterozigotas pouco alimentadas ou homozigotas em qualquer
dos loci, dardo origem a operarias. Durante a metamorfose as diferengas genotipicas

entre as castas serdao transformadas em fendtipos distintos.

Ratnieks (2001) e seu grupo de trabalho propuseram, a partir da observacao do
excesso de nascimento de rainhas, que o mecanismo de producdo desta casta passaria
pela escolha da propria larva, sendo que a maioria das larvas ndo se tornam rainhas

devido a imposibilidade de todas constituirem uma nova colénia. Dentro do aspecto
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sociobioldgico, este tema ainda ¢ discutido e considerando-se o contexto evolutivo e a
existéncia de rainhas fisogéstricas ands em outros Meliponini (Ribeiro ef al., 20006) tais
propostas parecem ser corraborar. Contudo, um trabalho recente realizado por Santos
(2006), utilizando técnica de genética molecular AFLP (Admplified Fragment Length
Polymorphism), sugeriu a existéncia de genes especificos as castas de operaria e de

rainha em M. quadrifasciata, reafirmando trabalhos anteriores de Kerr sobre a
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ao desenvolvimento comportamental como mudanga da fun¢do deste hormonio de um
regulador de processos reprodutivos para um integrador da vida social (Hartfelder,
2000). Tal interpretacdo esta de acordo com andlises de titulos de HJ em rainhas adultas
e experimentos de aplicagdes topicas de HJ. Destes, ficou claro que HJ ndo tem fungdo

gonadotropica na fase adulta de ambas as castas de 4. mellifera.

A aplicagdo de HJ ou AHJ também induz algumas mudancas na fisiologia de
operarias de Apis, que estdo associadas com o polietismo etdrio, como, por exemplo, em
adultos jovens, nos quais as glandulas hipofaringeanas que secretam substancias para a
alimentacdo larval sdo afetadas. A injecao de HJ (Rutz et al., 1974), mimético de HJ
(Jaycox et al., 1974) ou andlago de HJ (AHJ) (Sasagawa et al., 1986) ou também por
administracdo oral (Beetsma & Houten, 1974), promove uma prematura degeneracao da
glandula hipofaringeas, um processo que normalmente acompanha a mudanca de
atividade das operarias da regido do ninho para a coleta em campo. Além disso, a
retirada da CA bloqueia esta degeneracgao (Sullivan ef al., 2000). AHJ também induz a
prematura producdo, pelas operdrias, de feromdnio de alarme 2-heptanona e
isopentilacetato (Robinson, 1985). Estes resultados demonstram que o HJ esta
envolvido na coordenagdo exdcrina e desenvolvimento comportamental em abelhas 4.

mellifera (ver revisdao em Robinson, 1992).

A caréncia de forrageadoras em colOnias experimentais com somente abelhas de
mesma idade (jovens), causa um prematuro aumento no titulo de HJ nas operarias
jovens, resultando no forrageamento precoce destas. Similarmente, a auséncia de
abelhas recém emergidas acarreta o prolongamento da fase de nutriz em algumas
operarias, que retardaram o seu desenvolvimento enddcrino e comportamental em duas
semanas (Robinson et al., 1989). A plasticidade do titulo de HJ também ¢ fudamental
para a reversdo comportamental (Robinson et al., 1989). Mudangas no titulo de HJ e
comportamento podem ocorrer rapidamente. Reversdao hormonal e comportamental sao
detectadas dentro de 24 horas do esgotamento de abelhas jovens na colonia (Robinson,

1992).

O alto titulo de HJ em forrageadoras ¢ antecipado ndo devido a experiéncia de
forrageamento em si, mas ¢ modulado pela exposicdo a luz do dia no “pré-
forrageamento” durante os voos de orientacdo (Elekonich ef al., 2001). A organizacgdo

hormonal e a atividade comportamental em insetos sugerem que as variagdes na
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antecipacao do nivel hormonal e posterior variagdo no comportamento sejam devidas a
substratos neurais, que parecem ser determinados pela variagdo na temperatura,
densidade populacional, disponibilidade de alimento e dietas diarias (Elekonich &
Robinson, 2000). Assim o efeito do tratamento ndo ¢ unicamente dependente do titulo

de HJ, mas também do contexto social (Robinson et al., 1989; Huang et al., 1991).

O envolvimento do sistema endocrino na reprodugdo de meliponineos foi alvo
de apenas um estudo (Hartefelder et al., 2002), mostrando que ecdisterdides perdem a
sua fungdo reprodutiva conforme avanga o grau de socialidade nas abelhas. Esta perda
progressiva de fungdes do HJ e ECD na regulagdo da reproducao das fémeas em abelhas
eusociais estd acompanhada por uma aparente associagdo do HJ na regulagdo da divisao
de trabalho e polietismo etario observado em operarias adultas de diversos
himenopteros eusociais (Robinson & Vargo, 1997). Neste caso, a maioria dos estudos
foi direcionada a 4. mellifera, nas quais aplicagdes de HJ em operarias recém emergidas
provocam uma transi¢do precoce de tarefas que estas exercem dentro do ninho para
tarefas associadas com o forrageamento (Jaycox, 1976; Robinson, 1992). A atribui¢do
de uma fun¢do chave ao HJ no processo de divisdo de trabalho tornou-se um paradigma
(Robinson & Vargo, 1997). Contudo, um estudo criterioso deste mesmo grupo
demonstrou que em individuos alectomizados, isto ¢, em individuos que sofreram
remocao cirurgica dos corpora allata (CA) e assim da principal fonte de HJ, ocorreu
apenas um atraso ¢ ndo a aboli¢do da transicdo de tarefas de intra para extra-nidal, e que
a aplicagao de HJ nestas operarias alectomizadas promoveu o avango nesta transi¢ao de

tarefas (Sullivan ef al., 2000).

Em Bombus, insetos eusociais primitivos, o HJ regula a reprodugao das operarias
(Roseler, 1977; Roseler et al., 1981; Cameron & Robinson, 1990), mas parece ndo estar
envolvido na divisdo de trabalho entre os individuos desta casta. Rainhas poedeiras ndo
possuem alto titulo de HJ na hemolinfa em relagao a rainhas nao poedeiras (Fluri ef al.,
1981). Observou-se uma “divisdo de trabalho™ entre os dois principais hormonios de
insetos; o HJ atuou sobre a reproducdo e dominancia em operarias, enquanto os
ecdisterdides regularam processos reprodutivos em rainhas (Bloch et al., 2000). Dai
surge a pergunta sobre trajetorias evolutivas da utilizagdo e fungdo destes dois

hormonios.
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1.7. Resposta reflexa da extensdo da prosbécide (PER)

Um aspecto interessante e recentemente descoberto nas analises sobre divisao de
trabalho relaciona a transicdo da operaria de fungdes intra para extra-nidais em A.
mellifera com o limiar de resposta a sacarose. Quando testadas no ensaio de resposta
reflexa da extensao da probdscide (PER), operarias jovens possuem limiares de resposta
muito superiores as operarias forrageiras, e entre as forrageiras, as coletoras de néctar
apresentam limiares muito superiores as coletoras de pdlen (Scheiner et al., 2001a). Tais
diferengas foram associadas ao amadurecimento das abelhas no contexto da
aprendizagem (Scheiner et al., 2001b), ja que as concentracdes de agucares encontradas
pelas forrageiras em flores diferem muito das encontradas pelas nutrizes nos estoques

dentro da colmeia.

A hipotese para o aumento nas habilidades cognitivas durante o
desenvolvimento comportamental de 4. mellifera tem sido testada em varios estudos
por comparagdo da performance entre abelhas nutrizes e forrageiras. Esta hipotese foi
bem estabelecida, em laboratorio, pelo ensaio associado ao aprendizado olfativo. Este
ensaio ¢ baseado na resposta reflexa da extensdo da probdscide (PER) ao estimulo por
solucdo de sacarose na antena (Menzel, 1999; para revisao ver Scheiner et al., 2004). Os
resultados das andlises comparativas das abelhas nutrizes e forrageiras tém sido
variavel. Bhagavan et al. (1994) mostraram ndo haver diferencas entre nutrizes e
forrageiras. Ja4 Ray & Ferneyhough (1999) reportaram que forrageadoras demonstraram
aquisicdo mais rapida do que nutrizes e resultados similares foram obtidos por Pham-
Delegue et al. (1990). Pankiw & Page (1999), mostraram que o limiar de resposta a
sacarose decai com o aumento da idade das operarias e o baixo limiar de resposta foi
correlacionado com melhor aquisi¢cdo, sugerindo que algumas diferengas na
performance que podem existir sdo relacionadas as mudancgas na sensibilidade e ndo nas

habilidades cognitivas.

1.8.  Alimentagdo nos Meliponinios

Nos Hymenoptera sociais, a quantidade de alimento ¢ um fator muito importante

no processo de determinacgdo das castas (Beetsma, 1979). A alimentagdo das abelhas ¢
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composta por néctar e polen, sendo o primeiro uma solugdo de agucares geralmente
pobre em proteinas, lipidios e sais minerais, constituindo a fonte de carboidratos para as
abelhas. O pdlen ¢ um alimento rico em proteinas, constituindo, portanto, a fonte de
nitrogénio para a colonia contendo também lipidios, agucares, sais minerais e vitaminas,

principalmente do complexo B (Cruz-Landim & Akahira, 1966).

Nas abelhas sem ferrdo, ndo foram encontradas diferengas qualitativas entre o
alimento oferecido as larvas que originardo rainhas e operarias (Kerr et al., 1966;
Camargo, 1972; Hartfelder & Engels, 1989), sendo o processo de alimentacdo das
larvas massal, no qual as abelhas nutrizes depositam todo o alimento nas células antes

da postura da rainha (Kerr 1946, 1948, 1950 e Kerr ef al., 1966).

Na fase adulta a necessidade nutricional de cada individuo estd relacionada a
atividade que este exerce na colméia e em relacdo a casta e sexo. Necessidade de voo
requer mais energia; postura e desenvolvimento necessitam de mais proteina (Zerbo et

al., 2001).

Segundo Cruz-Landim & Akahira (1966), a alimentagdo com poélen ¢
praticamente dispensavel para as abelhas adultas, inicialmente por causa das reservas
remanescentes do periodo larval e posteriormente, porque a taxa de nitrogenados
requerida ¢ baixa; contudo, durante um periodo prolongado de alimentacdo sem

proteina ocorre o depauperamento geral do organismo da abelha operaria.

Uma dieta ausente de uma fonte protéica (poélen) ndo possibilita o
desenvolvimento das glandulas hipofaringeana em S. postica (Penedo et al., 1976) e
promove um baixo desenvolvimento ovariano (Testa et al., 1981). As operarias nutrizes
e rainhas fisogdstricas sdo os individuos que mais consomem pdlen, contrapondo com
os machos e operarias forrageiras, que pouco o consomem (Zerbo et al., 2001). As
operarias de M. quadrifasciata digerem pdlen durante toda a vida, inclusive durante a
vida adulta (Martinho, 1975), sendo esta caracteristica comumente encontrada nos

Meliponini em geral.

As rainhas de Meliponini recebem uma dieta diferenciada da dieta das operdrias,
alimentando-se de ovos nao funcionais, ovos troficos, postos pelas operarias (Sakagami
& Zucchi, 1966; Velthuis et al., 2001) e também pelo processo de trofalaxe,

principalmente entre as operarias cortezds e a rainha fisogastrica (Sommeijer et al.,
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1984, Contrera, 2005), além disso, consomem o alimento depositado nas células de cria,

secre¢do glandular, antes da oviposi¢ao (Sakagami & Zucchi, 1966).

1.9.  Postura de operarias nos Meliponini

O sexo em Hymenoptera é controlado durante a fertilizagao dos ovos, isto &, as
fémeas sao originadas de ovos fecundados (dipléides) e machos de ovos nao fecundados

(hapldides), sendo este mecanismo conhecido como partenogénese arrendtoca.

A teoria proposta por Hamilton sobre o fitness revolucionou o estudo dos insetos
sociais, pois ofereceu uma explicagdo para o paradoxo de como as operarias nao
reprodutivas foram favorecidas pela selecdo. Estas poderiam compensar a perda da
reproducado direta assumindo os cuidados aos seus parentes mais proximos, garantindo a
transferéncia de seus genes para as futuras geragdes. Entretanto esta teoria prevé
conflitos de interesse entre parentes, até mesmo em sociedades altamente cooperativas
de insetos sociais, entre elas as abelhas. Operarias irmds completas possuem % do seu
genoma semelhante, mas somente 2 com a sua mae e %4 com os irmdos; a rainha mae
possui somente metade do genoma comum as filhas e filhos (para revisdo veja

Hamilton, 1964).

A habilidade das operarias em produzirem machos € ecologicamente importante
para o grupo e tem implicagdes evolutivas como a modificagdo da razio sexual. Sendo
as operdrias a casta mais numerosa da colonia, seus interesses podem ser uma
importante for¢a na determinagdo dos resultados deste conflito, onde operarias tornam-
se reprodutivas com a producdo de machos, promovendo a variagdo da razao sexual dos
individuos produzidos e o parentesco entre eles (para revisdo veja Crozier & Pamilo,
1996). As operdrias sdo mais aparentadas com seus filhos que com os filhos de outras
operarias, ocorrendo o policiamento entre estes dois grupos (para revisdo veja Ratnieks

& Reeve, 1992).

Colonias de abelhas sem ferrdo sdao geralmente monoginicas, entretanto ¢
comum a reprodu¢do por operdrias (Beig, 1972; Machado et al., 1984; Beig et al., 1985;
Bego, 1990; Koedam et al., 1999; Sommeijer et al., 1999; Téth et al., 2002). Nos
meliponineos, a producdo de machos ocorre de modo ciclico (Beig, 1972, Silva, 1973;

Zucchi, 1993) durante o periodo de maior disponibilidade de alimento. Nestas épocas,
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as operarias realizam posturas apds a rainha (Sakagami et al, 1965), sendo que, a
probabilidade dos machos serem filhos das operarias em M. quadrifasciata é de 40%
(Tambasco, 1971), semelhante ao que ocorre com M. subnitida (Contel & Kerr, 1976),
de 95% em M. favosa (Sommeijer et al., 1999) e (Paxton et al., ). Os ovarios de
operarias de Meliponini estdo ativos mesmo na presenca da rainha (Sakagami et al.,
1965), ocorrendo o oposto com operarias de 4. mellifera, geralmente ndo ativo na

presenca da rainha.

A producdo de machos estd diretamente relacionada a disponibilidade de
alimentos dentro das coldnias, principalmente aos estoques de polen (Roubik, 1982;
Moo-Valle et al., 2001; Morais, 2003; Pereira, 2003; Koedam et al., 1999; Koedam et
al., 2005; para revisao ver Velthuis et al., 2005; Sommeijer et al., 2006).

1.10. Diviséo de trabalho em Meliponini

A organizacdo social de abelhas sem ferrdo, especialmente com respeito ao
papel das operdrias que assumem uma atividade reprodutiva dentro do ninho, foram
observados em M. favosa (Sommeijer et al., 1982). Em abelhas sem ferrdo, a atividade
de postura de operarias na presen¢a de rainha fisogastrica bem como a divisdo de
trabalho baseada nas idades, semelhantes ao observado em Apis, também sao
verificados (Kerr & Santos-Neto, 1956; Sommeijer & Bruijn, 1994; para revisdo ver

Cepeda, 20006).

Antecipadamente a oviposi¢do de uma rainha de Melipona, as operarias
nutridoras geralmente ovipositam um ovo trofico que ¢ devorado pela rainha. Em adi¢ao
a esta ovofagia, a rainha pode se alimentar de um pouco do alimento larval, sendo
comum na auséncia do ovo tréofico (Kerr & Santos-Neto, 1956; Sakagami et al., 1965).
O alimento larval e os ovos troficos consumidos sdo componentes da dieta de rainha em
Meliponini (Meliponina e Trogonina) e possuem grande valor nutritivo (Sommeijer &
Bruijn, 1994). Em 35% dos casos observados de postura de rainha em M. quadrifasciata
ocorre também a postura de ovos troficos pelas operarias, sendo que esta operaria
poedeira participa na construcdo das células e no processo de aprovisionamento

(Sakagami et al., 1965).
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Em abelhas indigenas a divisdo de trabalho (Sommeijer, 1984), o POP (para
revisdo ver Zucchi et al., 1999) e a plasticidade das operarias de Melipona
(Waldschmidt, 1995; Waldschmidt et al., 1998) ja foram relatadas. Em M.
quadrifasciata as operarias atuam, em fun¢do da idade, em trés areas distintas: trabalho
no ninho (operarias recém emergidas até 16 dias de vida adulta); trabalho com cria
(operérias com idades entre 9 e 22 dias); e trabalho fora da colonia (operarias com

idades entre 16 e 38 dias) (Kerr & Santos-Neto, 1956).

A avaliagdo da funcdo do sistema endodcrino, tanto na reprodugdo como na
divisdo de trabalho, apresentam-se como questdes intrigantes nas abelhas sem ferrdo,
que possuem relacdo filogenética conhecida e organizacdo social equivalente com
abelhas meliferas. Portanto, os Meliponini oferecem todas estas condi¢des de estudo,
além de uma gama de variagdes na sua organizacdo social que podem contribuir e
ajudar a elucidar o papel do sistema enddcrino na fisiologia reprodutiva e na divisao de

trabalho, inclusive sobre aspectos evolutivos da organizac¢ao social em abelhas.
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Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo geral elucidar fatores fisiologicos e

especialmente o papel do sistema enddcrino na reproducdo e divisdo de trabalho em

opearias de M. quadrifasciata. Os objetivos especificos foram:

2.2.

Objetivos especificos

Verificar o limiar de resposta a diferentes concentragdes de sacarose com

extensao reflexa da probocide em operarias de idades/fungdes distintas;

Avaliar o efeito do andlogo do hormonio juvenil Pyriproxifen® (PPN) na

expressao do mRNA de vg, titulo de Vg e HJ em operérias adultas;

Verificar as reagdes comportamentais ao tratamento hormonal com

Pyriproxifen® (PPN) em operarias mantidas em coldnias de observagoes;

Analisar o efeito da dieta protéica ou a caréncia desta sobre a expressao do

mRNA de vg, da proteina total, do titulo de Vg e HJ em operarias adultas;

Analisar o perfil de homoénio juvenil (HJ) e o sfatus ovariano em operarias

adultas em fung¢des distintas;

Avaliar o efeito da alimentacdo suplementar com pdlen em coldnias

mantidas em campo.
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3.1. Material bioldgico

As abelhas foram obtidas do Meliponario do Departamento de Genética da

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto (USP), Ribeirao Preto, Sao Paulo, Brasil.

Para obtencdo de abelhas operarias adultas, favos de crias contendo pupas
prestes a emergir (pupa-farato) foram retirados de diversas colonias e acondicionados
em placa de petri em uma estufa a 28°C e 80% de umidade relativa. Abelhas operarias
que emergiram num periodo de 0-16 horas foram coletadas, marcadas com Opalith®
numerados colados no mesonoto e devolvidas as col6nias de observagdo para serem

coletadas com fungao ¢ idade controladas.

Diariamente as operarias marcadas foram coletadas e dissecadas. Os ovarios
foram examinados, coletados e classificados como inativados, se eles ndo apresentavam
ovariolos contendo foliculos em desenvolvimento (estagio I), fracamente ativados, se
eles apresentavam foliculos em pré-vitelogénese (estagio II), ativados, se eles
apresentavam foliculos em vitelogénese (estagio III) ou com ovocitos maduros (estagio
IV). A hemolinfa e o corpo gorduroso aderido a carcaga abdominal também foram
coletados para posterior correlagdo com os estdgios de ativagdo dos ovarios. Cada

amostra analisada de corpo gorduroso correspondeu a um pool de 3 — 4 individuos.

Nos experimentos de avaliagdo do efeito hormonal sobre o inicio da transcri¢ao
do gene que codifica a vitelogenina (Vg), operarias recém emergidas foram coletadas

cuidadosamente dos favos mantidos em estufa e divididas em 4 grupos de 12
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individuos: 1) sem tratamento; ii) tratadas topicamente com lug de analogo do
horménio juvenil (PPN) pyriproxyfen (2-[1-methyl-2(4-phenoxyphenoxy) ethoxyl]
pyridine) (Sumitomo); 1iii) tratadas topicamente com 10ug de PPN; iv) tratadas
topicamente com metanol (solvente do PPN). Posteriormente, as abelhas foram
mantidas em estufa a 28°C e 80% de umidade relativa por sete dias. Apos este periodo
as operarias foram coletadas de cada grupo para extracdo da hemolinfa para verificar o
titulo de HJ, Vg e do RNA total do corpo gorduroso (cada amostra analisada
corresponde a um pool 3 - 4 abelhas). Houve trés repeticdes nestes experimentos (em

triplicata).

Operérias recém emergidas foram coletadas cuidadosamente dos favos mantidos
em estufa e divididas em 4 grupos com 3 repeti¢des cada (em triplicata) que receberam
tratamento topico de PPN de Ing, 10ug e 100ug, bem como o metanol (solvente do
PPN). Tais individuos foram marcados com Opalith® numerados e introduzidos na
colonia de observagdo para testar o efeito hormonal exdgeno sobre o comportamento

das operarias de M. quadrifasciata.

Para os experimentos sobre a influéncia do tipo de dieta na expressao de vg,
titulo de Vg, PT e HJ, trés grupos de 12 operarias recém-emergidas, em triplicata, foram
confinados separadamente em placas de petri durante sete dias. Estas placas foram
acondicionadas em estufa a 28°C e 80% de umidade relativa. As abelhas pertencentes ao
grupo (1) foram alimentadas com uma dieta preparada com poélen retirado da coldnia
(natural), portanto processado pelas abelhas, e uma solucdo de sacarose a 50% (p/v). O
grupo (2) foi alimentado com pdlen desidratado de 4. mellifera (adquirido no comércio
— Apiarios Balardin - SC) e fermentado com poélen de M. quadrifasciata por 25 dias
(modificado de Camargo, 1976a), e uma solugdo de sacarose a 50% (p/v). O grupo (3)
foi alimentado apenas com uma solucdo de sacarose a 50% (p/v). Tais dietas foram
oferecidas ad libitum e trocadas diariamente. Apds sete dias de confinamento, as
abelhas foram coletadas para a retirada da hemolinfa e do corpo gorduroso. Cada

amostra analisada de corpo gorduroso correspondeu a um pool de 3 — 4 individuos.
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Acompanhamos também uma enxameagdo natural e coletamos as operarias que
estavam realizando este procedimento apods do inicio da postura da rainha fisogastrica.
Por meio do fechamento do tubo de entrada da nova coldnia, durante a noite, todas as
abelhas foram anestesiadas com nitrogénio gasoso para possibilitar a coleta dos
individuos. As abelhas foram coletadas e dissecadas para a retirada da hemolinfa para
verificagcdo do titulo de Vg e HJ, bem como dos ovarios, os quais foram classificados

como descrito acima.

Para se acompanhar o efeito da alimentacdao suplementar, colonias de M.
quadrifasciata foram alimentadas com uma dieta de polen de 4. mellifera fermentado
por pdlen de M. quadrifasciata (modificado de Camargo, 1976a) em pote de cera de
Apis (Aidar, 1996) e 50ml de solucdo de sacarose a 50% (p/v), semanalmente. Favos de
crias, contendo pupas prestes a emergir (pupa-farato), foram coletados quinzenamente e

o numero de individuos que emergiram foi determinado.

Para as analises hormonais a hemolinfa foi coletada das abelhas como descrito
no item 3.7 e depositada diretamente na solu¢do de extracdo do hormdnio juvenil

(acetonitrila).

3.2.  Resposta reflexa da extensdo da probdscide (PER)

As abelhas recém emergidas, nutrizes das colonias de observacdo e
forrageadoras de néctar e resina, foram coletadas para a realizagdo das analises por
PER. Individuos de idades determinadas foram coletadas nas colonias de observagao,
tomando-se o cuidado de ndo repetir os experimentos com os mesmos individuos em

testes com idades diferentes.

Estas abelhas foram mantidas em pequenas placas de petri e colocadas em gelo a
4°C, para diminuicdo da atividade. Posteriormente, foram contidas individualmente
dentro de ponteiras plésticas de micropipetas de 100ul (1cm de didmetro) e ali mantidas

presas com fita adesiva inibindo o movimento do térax (Erber, et al, 1997; 1998;
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Scheiner et al., 1999). Tais conjuntos foram colocados em estufa (28°C e 80% de

umidade ralativa) por até 60 minutos até o momento dos testes.

A resposta individual nos testes de PER as concentragdes crescentes de sacarose
de (p/v) 0,1%, 0,3%, 1%, 10%, 30% e 50% foram mensurados por toques nas antenas
das abelhas operarias. Anterior a cada solucdo de sacarose, a antena foi tocada com
agua para efeito do teste de sensibilidade. As concentragdes de sacarose nas quais as
abelhas extenderam a proboscide e o numero total de respostas positivas do primeiro até
o ultimo estimulo com diferentes concentracdes de sacarose constituiu o “placar de
resposta gustativa” (PRG) das abelhas. As abelhas que ndo responderam a 4gua, mas
somente a todas as concentragdes de sacarose receberam o PRG de nota 6 (Scheiner et

al., 2001a; 2001b).

3.3.  Coleta de hemolinfa, extragdo e quantificagdo de proteinas

A hemolinfa foi coletada com auxilio de um microcapilar a partir de uma
pequena incisdo lateral no torax, proximo a tégula. Durante o tempo de coleta, as
amostras de hemolinfa permaneceram no gelo. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000g por 15 minutos a temperatura de 4°C para descarte de células do
corpo gorduroso e hemocitos contaminantes. Aliquotas do sobrenadante foram
utilizadas para a quantificagdo das proteinas totais (PT) na hemolinfa pelo método de
Bradford (1976), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA) para a constru¢do da
curva-padrdo. As leituras foram realizadas a 595 nm, em espectrofotometro Beckman®

Coulter DTX 880 — Multimode Detector.
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3.4. Extracdo do mRNA de Vg

3.4.1. Extracao de RNA total

Para extracao do RNA total de abelhas adultas, foram utilizadas 3 — 4 carcagas
abdominais com o corpo gorduroso aderido, que foram dissecados em NaCl 0,9% estéril
e homogenizados em 1 ml de reagente TRIzol®(TRIzol® Reagent, Invitrogen), sendo o
procedimento de extracdo do RNA total conduzido de acordo com as instrugdes do

fabricante.

Para inibir a acdo de RNAses, o RNA total extraido foi ressuspenso em agua
tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) 0,1% (v/v). Em seguida, para eliminar a
possivel contaminagdo com DNA genOdmico, as amostras foram incubadas na presenca
de 0,1 unidade de DNAse (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) por 40 minutos a 37°C e

posteriormente a 70°C por 15 minutos (para inativagdo da DNase).

3.4.2. Estimativa da concentragéo e pureza do RNA

A pureza e a quantidade de RNA foram avaliadas a partir da leitura da
absorbancia oOptica obtida em espectrofotometro Nanodrop® ND-1000. Para estimar a
concentragdo do RNA, considera-se que uma unidade de absorbancia a 260nm
corresponde a 40 pg/ml de RNA (Sambrook ef al., 1989). O grau de pureza foi estimado
através da razao entre os valores da leitura a 260nm e a 280nm, sendo que as amostras

foram consideradas puras quando a razao era maior que 1,4.

3.4.3. Sintese de cDNA de fita simples

O RNA total obtido das amostras foi submetido diretamente a uma reacao de

transcri¢do reversa (RT). Nesta reacdo, as moléculas de cDNA foram sintetizadas
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utilizando-se: 1pug de RNA total, 1 ul de Oligo (dT)i2-15 (500 pg/ml) e 1 pl de uma
mistura de dANTP (10 mM) em um volume de 12 ul, posteriormente, a reacdo foi
aquecida a 65°C por 5 minutos, seguido de resfriamento em gelo. Subseqiientemente,

foram adicionados: 4 Ul de First-Strand buffer (Invitrogen), 2 ul de DTT (0,1M) e 1 n



Material e Métodos 30

Os produtos das PCRs semiquantitativas foram analisados em géis de agarose
1% com tampao TBE 1x (89 mM Tris base, 89 mM acido borico, 2 mM EDTA, pH 8,0)
e corados com brometo de etidio (0,5 wg/ml gel de agarose). O marcador de peso

molecular usado foi /00 bp DNA Ladder (Promega).

3.5. Metodologias para analise de proteinas

3.5.1. Eletroforese em poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para eletroforese foram utilizadas amostras contendo de 1-15 pug de proteina
dissolvida em tampao Tris-HCI 0,25 M, pH 6,8, contendo 70% de sacarose, 0,25%
SDS, 0,1% bromofenol azul e 5% [ mercaptoetanol. A metodologia usada foi descrita
por Laemmli (1970), com algumas modificagdes. As amostras foram submetidas a
desnaturacdo térmica e posteriormente aplicadas em géis (100 x 120 x 0,9 mm) com
concentragdo de poliacrilamida de 7,5%. A migragao das proteinas foi feita a 4°C e com
uma corrente constante de 15 mA, até que as amostras atingissem o final do gel. Apos a
separacdo por eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Brillant Blue R-250, em
etanol, 4gua e acido acético (5:5:1 v/v) para visualizagdo das proteinas. As proteinas
Miosina, B-Galactosidase, Fosforilase-B, Albumina sérica bovina, Ovoalbumina e
Anidrase carbonica de 205, 116, 97, 66, 45 e 29 kDa, respectivamente, foram utilizadas

como marcadores de massa molecular.

3.6. Relacdo entre os titulos de Vg e HJ em operarias de M. quadrifasciata

3.6.1. Preparo e andlise das amostras

Apos os sete dias de confinamento, as operdrias foram anestesiadas em gelo
antes da coleta de hemolinfa. De cada abelha, 1 pl de hemolinfa foi dissolvido em 9 pl

de tampdo da amostra para eletroforese em gel de SDS-PAGE 7,5% (item 3.5.1).
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Posteriormente a coloragdo, os géis foram digitalizados por meio de um scanner e as
imagens resultantes destes géis foram analisadas pelo software Kodak® 1D — Scientific
Imaging Systems (versdo 3.6.2) para quantificar a intensidade da coloragao e o tamanho
das bandas referentes a Vg e apoLp — 1. Devido a proteina apoLp—I ser encontrada em
niveis constantes durante toda a vida adulta das abelhas em A. mellifera (Lazzarini-

Guidugli, 2006), esta proteina foi utilizada para normalizag¢ao dos niveis de Vg.

Também foram coletados 1 — 2 pl de hemolinfa que foram adicionados a 500 pl
de acetonitrila para dosagem de HJ (item 3.13). Posteriormente a coleta de hemolinfa, o
abdomen de cada operaria foi entdo separado do térax com auxilio de uma pinga e o
intestino removido. Os tergitos abdominais com o corpo gorduroso aderido foram
colocados em 0,5 ml de reagente TRIzol® (Invitrogen) para extracdo do RNA total
como descrito no item 3.5. Apds a extragdo do RNA total procedeu-se a analise das
amostras por RT-PCR semiquantitativa como descrito no item 3.4. As abelhas foram

analisadas individualmente.

3.6.2. Radioimunoensaio (RIA) para HJ

O método de extracdo de HJ a partir de hemolinfa foi baseado no protocolo
descrito por Huang ef al. (1994). As amostras contendo 1 —2 pl de hemolinfa em 500 pl
de acetonitrila foram colocadas em tubos de vidro de 1 ml, misturadas e centrifugadas
(7500 rpm) a 4°C por 3 minutos. Apoés centrifugagdo, o sobrenadante foi transferido
para tubos de extracao (tubos de 5 ml), aos quais foram também adicionados 1 ml de
NaCl 0,9% e 1 ml de hexano. Esta mistura foi fortemente agitada e mantida em gelo por
10 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas (750 rpm) a 4°C por 5
minutos e tiveram o sobrenadante (fase hexano) cuidadosamente transferido para um
novo tubo de extracdo. Os passos de extragdo correspondentes a adicao de mais 1 ml de
hexano ao restante de salina e acetonitrila, manuten¢do em gelo por 10 minutos,
centrifugacdo e retirada do sobrenadante foram repetidos 2 vezes mais. Perfazendo,

assim, 3 ml de hexano mais o HJ presentes no tubo de extragdo, ao final do
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procedimento. O volume de hexano foi evaporado utilizando-se centrifugacdo a vacuo
(SpeedVac), por aproximadamente 15 minutos. Posteriormente, o HJ foi redissolvido

em 75 ul de tolueno.

Para constru¢do da curva padrao, foram pipetados 0,5, 1, 2, 5, 10, 50, ¢ 100 ul de
solucdo de HJ3 (100ng/ml de metanol) em tubos de 1 ml com auxilio de seringas

Hamilton.

Os tubos das amostras ¢ os da curva padrio foram centrifugadas a vacuo
(SpeedVac) para a remocao do solvente, por aproximadamente 20 minutos. Em seguida,
foram acrescentados 50 pl de solucdo tracer (solucao de *H-HJ3 com atividade de 6500
cpm por 50 pl de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2 e 0,02% de azida sodica) em todos os
tubos. Apds a agitagdo, acrescentou-se em todos os tubos, exceto no controle zero da
curva padrao, 200 ul de soro anti-HJ3 especifico produzido em coelhos. Ao controle
zero da curva padrdo acrescentou-se 200 pl de soro controle (10% de soro de coelho
ndo-imunizado em tampao fosfato). Todos os tubos foram agitados vigorosamente e

mantidos a 4°C por 16 horas.

Apos este periodo, foram adicionados 250 ul de solucao saturada de sulfato de
amoOnia (para precipitagdo das proteinas) em todos os tubos, que em seguida foram
novamente agitados, deixados a 4°C por 30 minutos e centrifugados a 7500 rpm por 15
minutos. Os sobrenadantes foram descartados. Aos precipitados foram adicionados 500
ul de solugdo de sulfato de amodnia 50%. Apds agitacdo e permanéncia a 4°C por mais
30 minutos, os tubos foram novamente centrifugados por 15 minutos a 7500 rpm,

descartando-se em seguida, o sobrenadante.

Os precipitados foram ressuspensos em 40 pl de dgua bidestilada estéril. Apos

agitacdo, estas amostras foram transferidas
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espectrometro de cintilagdo liquida (Multi-Purpose Scintillation Counter/LS 6500
Beckman — USA).

Os valores das leituras das amostras de hemolinfa e da curva padrao foram
lancadas em uma planilha do Excel para obteng¢do dos valores das concentragdes de
HJ3, em pg de HJ3/ul de hemolinfa. Para andlise estatistica foi usado o soffware Jandel
Sigma Stat 2.0.



4. RESULTADOS
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Foram coletadas, marcadas ¢ introduzidas em trés colonias de observagoes 1739
abelhas recém emergidas dos favos obtidos em 14 coldnias distintas. Tais individuos

foram utilizados nos experimentos que se seguem:

4.1. PER

Respostas PER positivas as diferentes concentragdes de sacarose foram obtidas
com sucesso em operarias € machos de M. quadrifasciata de diferentes idades ao serem
submetidos ao “tempo de repouso”, anterior aos testes, por aproximadamente 60
minutos em estufa (28°C e 80% de umidade relativa), diferentemente de A. mellifera. A

partir destes gerou-se o placar de resposta gustativa apresentado abaixo.

Observa-se que em operarias € machos recém emergidos e individuos com sete
dias de vida a resposta gustativa sofreu um acréscimo em respostas positivas,
principalmente a maiores concentragdes de sacarose em solucdo. Individuos de mesma
idade, independente do sexo, aparentemente apresentam respostas semelhantes e
significativamente melhores que individuos recém emergidos (Figura 1). Abelhas mais
velhas, doze dias, possivelmente com fungdo de nutridoras e forrageiras (29,8 dias +
3,09), apresentam valores significativamente maiores em relagdo aos demais individuos
a solucdes de sacarose a concentragdes menores, mas semelhantes entre si em resposta
gustativa positiva (Figura 1). As abelhas respondem a solu¢do com concentragdo de
50% de sacarose em diferentes propor¢des que aumentam com o aumento da idade e,

possivelmente, a mudanga de funcao (Figura 2).
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Figura 1 - Variag¢ao do limiar de resposta gustativa (placar de resposta gustativa - PRG, valor
maximo 6) no paradigma da extensdo reflexa da proboscide (PER) em M. quadrifasciata.
Operarias e machos em diferentes idades: RN: recém emergido; 7d: sete dias de vida adulta;
12d: doze dias de vida adulta; FOR: forrageiras (idade média de 29,8+3,09 dias). Entre
parénteses o numero de individuos que extenderam a proboscide. Sdo representados os valores
médios, S.E.M e a representatividade dos dados entre 5% e 95%.
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Figura 2 - Porcentagem de operarias e machos que responderam ao PER expondo a probdscide a
solugdo de 50% de sacarose (p/v). Operarias ¢ machos em diferentes idades: RN: recém
emergido; 7d: sete dias de vida adulta; 12d: doze dias de vida adulta; FOR: forrageiras idade
média de 29,843,09 dias). Entre parénteses o numero de individuos que extenderam a

proboscide.
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4.2.  Relacdo entre o status ovariano e os titulos de Vg e HJ na hemolinfa de

operarias de M. quadrifasciata

A relacdo do titulo de HJ e Vg na hemolinfa e o status ovariano foi analisado em
operarias de M. quadrifasciata que possuiam diferentes idades/fungdes na coldnia.
Também foi verificado que operarias recém emergidas ndo apresentam mRNA vg no
corpo gorduroso ao nascerem (valor densitométrico igual a zero em analise por RT-PCR

em trés repeti¢des com pools de 3-4 individuos) (dado ndo mostrado).

Os titulos de Vg presentes na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata foram

avaliados por SDS — PAGE (Figura ). Podemos observar um ja esperado aumento dos
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Figura 3 - Analise dos titulos de Vg na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata em SDS —
PAGE das proteinas presentes. Estdo indicadas as bandas referentes a Vg e a Lp (lipoforina);
C+: controle positivo (rainha de 4. mellifera em dilui¢do de 1/10) ¢ M: marcador molecular.
Observa-se altos, baixos titulos ou até mesmo a falta da proteina Vg nas operarias com
idades/funcdes distintas.

Quantidade relativa de Vg
(valores densitométricos)

Figura 4 - Quantidade relativa de Vg (valores densitométricos) da hemolinfa das operarias de M.
quadrifasciata com idade/funcdes distintas. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas (¥*P <
0,05, Kruskal-Wallis on Ranks, Teste de multiplas comparagdes: Dunn’s test). Valores
densitométricos normalizados pela expressao de lipoforina.
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Figura 5 - Valores do titulo de HJ na hemolinfa de operarias adultas de M. quadrifasciata. O
numero de abelhas analisadas por grupo esta indicado sobre as barras. S@o representados os
valores médios e SD. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas entre os grupos (*P < 0,001;
Teste Kruskal-Wallis on Ranks, Teste de multiplas comparagdes: Dunn'’s test).
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Figura 6 - Status ovariano de operarias de M. quadrifasciata. Operarias com diferentes
idades/fungdes: Recém nascida; Nutridora; Forrageira. Entre parénteses o numero de
individuos. Sao representados os valores médios, SD e a representatividade dos dados entre 5%
e 95% . (* P<0,05, Kruskal Wallis on Ranks, Teste de mtltiplas comparagdes: Dunn'’s test).
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4.3. Efeitos do analogo do HJ Piryproxifen (PPN) sobre a expressao do
MRNA de vg e titulo de Vg

Para as analises do mRNA de vg por RT-PCR semiquantitativa foram coletadas,
durante a reagdo de PCR, aliquotas de 5ul de cada amostra a partir do 20° ciclo e entdo a
cada 5 ciclos (20, 25, 30, 35 e 40 ciclos) e apds andlise em gel de agarose 1% em
tampao TBE (Tris/Borato/EDTA), ficou estabelecido que 40 ciclos era a quantidade
ideal para termos uma boa amplificagdo com os primers de vitelogenina. Para o controle
endogeno feito com a amplificacdo de P-actina de M. quadrifasciata com primers

desenhados para 4. mellifera, nds usamos um total de 35 ciclos.

O acdo do AHJ (PPN) sobre o inicio da expressdo de vg foi avaliado sobre o
inicio da sintese de Vg. Os efeitos na transcri¢do de vg foram analisados apos sete dias
do tratamento. Pdde-se detectar uma alteracdo nos niveis do mRNA de vg. Podemos
observar também que o tratamento com metanol (solvente do PPN) promoveu uma
reducdo nos niveis do mRNA de vg, enquanto que 10ug de PPN foi eficaz e 1pg de

PPN foi parcialmente eficaz em inibir a sintese de Vg (Figura 7 e 8).

A quantidade da proteina Vg na hemolinfa avaliada por SDS-PAGE (Figura )
ndo foi alterada pela acdo do AHJ (PPN), entretanto o tratamento com Metanol
(controle do solvente do PPN) apresentou a maior agdo sobre a Vg (Figura 9 e 10). A
aplicagao do AHJ (PPN) ndo alterou significativamente o titulo de HJ na hemolinfa das
operarias experimentais. Abelhas aplicadas com PPN mostraram quantidades baixos ou
nulas de Vg na hemolinfa, auséncia do mRNA de vg. Estes resultados indicam que
titulos baixos e/ou auséncia de Vg na hemolinfa das operarias de alguma maneira sao

alteradas pelos titulos de AHJ (PPN).
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M Controle 10pg PPN 1pug PPN Metanol  C+  C-

Figura 7 - Andlise dos niveis do mRNA de vg em operarias de M. quadrifasciata apés
tratamento hormonal. As andlises foram feitas por meio de RT-PCR semiquantitativa. Abelhas
recém emergidas foram tratadas com analogo do HJ (PPN - pyriproxyfen) e analisadas sete dias
depois. M: marcador molecular; C+: controle positivo; C-: controle negativo; Controle: nenhum
tratamento; Metanol: solvente do PPN; 1pg PPN: operarias tratadas com lug de PPN; 10ug
PPN: operarias tratadas com 10pug de PPN. As bandas, em gel de agarose, coradas com brometo
de etidio correspondentes a amplifica¢do do transcrito de actina foram utilizadas como controle.
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Figura 8 - Quantidade relativa de mRNA de vg (valores densitométricos) da hemolinfa das
operarias de M. quadrifasciata tratadas com analogo de HJ (PPN - pyriproxyfen). Abelhas
recém emergidas foram tratadas com PPN e analisadas sete dias depois. Controle: nenhum
tratamento; Metanol: controle do solvente do PPN; lug PPN: operarias tratadas com lug de
PPN; 10pg PPN: operarias tratadas com 10ug de PPN. Nao ha diferengas estatisticas entre os
grupos. Valores densitométricos normalizados pela expressdo de actina para mRNA de pools de
3-4 individuos. Sdo representados os valores médios e SD.
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Figura 9 - Analise da hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata em SDS — PAGE das
proteinas presentes. Estdo indicadas as bandas referentes a Vg e a Lp (lipoforina). Abelhas
recém emergidas foram tratadas com PPN e analisadas sete dias depois. ; C+: controle positivo;
M: marcado molecular; Controle: nenhum tratamento; Metanol: controle do solvente do PPN;
1ug PPN: operarias tratadas com 1pg de PPN; 10ug PPN: operarias tratadas com 10ug de PPN.
Baixos titulos ou até mesmo a falta da proteina Vg nas operarias com tratamentos distintos.
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Figura 10 - Quantidade relativa de Vg (valores densitométricos) (Média + SD) da hemolinfa de
operarias experimentais. Abelhas recém emergidas foram tratadas com PPN e analisadas sete
dias depois. Controle: nenhum tratamento; Metanol: controle do solvente do PPN; 1ug PPN:
operarias tratadas com lpg de PPN; 10ug PPN: operarias tratadas com 10pg de PPN. Nao ha
diferenca estatistica entre os grupos (ANOVA One Way). Valores densitométricos
normalizados pela expressao de lipoforina.
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Figura 11 — Analise, por radioimunoensaio do titulo de horménio juvenil (Média + SD) da
hemolinfa de operarias experimentais. Abelhas recém emergidas foram tratadas com PPN e
analisadas sete dias depois. Controle: nenhum tratamento; Metanol: controle do solvente do
PPN; 1ug PPN: operarias tratadas com 1ug de PPN; 10ug PPN: operarias tratadas com 10ug de
PPN. O ntmero de abelhas analisadas por grupo estad indicado sobre as barras. Nao ha
diferencas estatisticas entre os valores (ANOVA One Way).

O experimento sobre o efeito da aplicagdo topica de PPN sobre o
comportamento de operarias de M. quadrifasciata: Tratamento com lpg de PPN: 41
individuos; tratamento com 10pg de PPN: 35 individuos; tratamento com 100ug de
PPN: 21 operarias; tratamento com 1pl de metanol: 34 operarias. Observou-se que tais
individuos tratados topicamente com PPN ou metanol ndo foram observados no POP
durante as idades nas quais deveriam ser operarias nutridoras, contudo participavam
mordiscando cerume ou reparando o involucro da area de cria. Entretanto o analogo de
horméno juvenil foi incapaz de promover uma precoce mudanga de funcdo para
forrageira. Tais operdrias tratadas com PPN foram observadas no tubo de entrada
ventilando e realizando a fun¢do de guardas com as idades dentro da amplitude do
comportamento natural desta espécie (29,8+3,09 dias), semelhante as operdrias ndo

tratadas (2745 dias).
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4.4. Efeito de diferentes dietas sobre a expressado de vg, titulo de Vg, HJ e

proteina total na hemolinfa de operarias adultas de M. quadrifasciata

Neste experimento, foram avaliados os efeitos de dietas com e sem proteina
sobre os niveis de mRNA de vg e de sua respectiva proteina presente na hemolinfa. A
dieta sem proteina (dieta 3), constituida por uma solucdo de 50% de sacarose (p/v), além
de impedir o aumento significativo dos titulos de Vg na hemolinfa, normalmente
observados durante os primeiros dias de vida adulta das operarias confinadas (Figura 14
e 15), também promoveu uma diminui¢ao significativa dos niveis de mRNA de vg
presentes no corpo gorduroso (Figura 12 e 13). Independente das operarias terem sido
alimentadas com uma dieta protéica natural (dieta 1) ou por uma dieta manipulada
(dieta 2), ndo foram observadas alteracdes significativas tanto nos niveis do mRNA de
vg no corpo gorduroso quanto nas concentragdes de Vg na hemolinfa destas abelhas. Ja
a dieta com apenas a solu¢do de sacorose (dieta 3 - sem proteina) implicou em
alteragdes significativas da quantidade de proteina total na hemolinfa destas abelhas.
Entretanto o titulo de HJ na hemolinfa das abelhas ndo sofreu modificagoes

significativas em relacao aos trés tratamentos.

|

vg —> |l

actina —»

M Dieta 2 Dieta 1 Dieta 3 C+ C-

Figura 12 - Analise dos niveis do mRNA de vg presentes no corpo gorduroso de operarias de M.
quadrifasciata alimentadas com diferentes dietas. Niveis do mRNA de vg presentes no corpo
gorduroso foram avaliados por RT-PCR semiquantitativa seguida por eletroforese dos produtos
de PCR em géis de agarose 1% corados com brometo de etidio. A amplificagdo dos transcritos
de actina foi utilizada como controle.
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Figura 13 - Representagdo grafica dos valores densitométricos, normalizados pela expressao de
actina, correspondentes as bandas de amplificagdo do mRNA de vg. Niveis do mRNA de vg
presentes no corpo gorduroso foram avaliados por RT-PCR semiquantitativa seguida por
eletroforese dos produtos de PCR em géis de agarose 1% corados com brometo de etidio. Os
asteriscos indicam diferencas estatisticas (*P < 0,05, ANOVA One Way, teste de multiplas
comparacgdes: Teste de Tukey).
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Figura 14 A e B - Analise da hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata em SDS — PAGE das
proteinas presentes. Estdo indicadas as bandas referentes a Vg e a subunidade Lp (apo-
lipoforina I); C+: controle positivo (rainha de A. mellifera em dilui¢do de 1/10) e M: marcador
molecular; Dieta 1; Dieta 2; Dieta 3. Observa-se altos titulos, baixo e até mesmo a falta da
proteina Vg na hemolinfas das operarias em tratamentos distintos.
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Figura 15 - Quantidade relativa de Vg (valores densitométricos) (Média=SD) da hemolinfa de
operarias experimentais de M. quadrifasciata com sete dias de idade adulta: Dieta 1 (polen
natural); Dieta 2 (pdlen de 4. mellifera fermentado); Dieta 3 (solucao de sacarose a 50% (p/v).
O numero de abelhas analisadas por grupo esta indicado sobre as barras. Os asteriscos indicam
diferencas estatisticas entre os grupos (*P< 0,05; Teste Kruskal-Wallis on Ranks, Teste de
multiplas comparag¢des: Dunn’s test). Valores densitométricos normalizados pela expressdo de
lipoforina.
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Figura 16 - Analise da proteina total presente na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata.
Dieta 1: Polen Natural; Dieta 2: Polen de 4 mellifera fermentado; Dieta 3: solu¢do de sacarose
50% (p/v). O numero de abelhas analisadas por grupo estd indicado sobre as barras. Os
asteriscos indicam diferengas estatisticas entre os grupos (*P < 0,05; ANOVA One Way, Teste
de multiplas comparcdes: Student-Newmman-Keuls).
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Figura 17 - Titulo de HJ presente na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata sob diferentes
tratamentos: Dieta 1 : pdlen natural; Dieta 3: solucdo de sacarose 50% (p/v). Nao ha diferengas
estatisticas entre os valores (Kruskal-Wallis on Ranks, Teste de multiplas compara¢des: Dunn’s
test).



Resultados 48

45.  Statusovariano, titulo de HJ e Vg na hemolinfa de operérias de M.

guadrifasciata em enxameagao

Neste experimento, foi acompanhado o processo de enxameag¢do natural em M.
quadrifasciata. Este iniciou-se em 10 de janeiro de 2007 em uma caixa de madeira
vazia com um volume aproximado de 20 litros, que estava no deposito de materiais do
Apiario do Departamento de Genética da FMRP. Primeiramente, as abelhas mantiveram
guardas na entrada da caixa pernoitando no local. Esta caixa foi aberta no dia seguinte e
ndo havia qualquer material no interior e poucas abelhas estavam vedando as frestas
junto a tampa. Dia 13 de janeiro de 2007 a boca de entrada da caixa estava sendo
construida com barro pelas operarias e o nimero destas tinha aumentado. As operarias
entravam com cerume trazido na corbicula e ndo foi possivel precisar qual a colonia de
origem das abelhas. No dia 20 de janeiro de 2007 poucos potes foram construidos e o
involucro da area de cria estava em construcao; as abelhas entravam na coldnia com
p6len na corbicula. Dia 05 de fevereiro de 2007 a primeira célula foi ovipositada pela
rainha. Dia 08 de fevereiro de 2007 o tubo de entrada da coldnia foi vedada com fita e
no dia 09 de fevereiro de 2007 todas as abelhas da colonia foram anestesiadas com
nitrogéncio gasoso, contadas (127 abelhas no total) e destas foram coletas 43 operarias
ao acaso, incluindo as abelhas do invélucro junto a area de cria, para as analises que se

seguem.

Algumas operdrias em enxameagdo apresentaram os ovarios ativos classificados
como III e IV estando significativamente relacionados com a quantidade de Vg na
hemolinfa (Figura 19). Tais individuos apresentam o titulo de HJ maiores que aqueles
apreentados por operdrias em enxameacdo com os ovarios classificados como I e II

(Figura 21 e 22).
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Figura 18 A e B - Analise dos niveis de Vg na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata em
enxameacgdo natural. SDS — PAGE das proteinas presentes na hemolinfa de operarias em
enxamecdo. Estdo indicadas as bandas referentes a Vg e a Lp (lipoforina; ); C+: controle
positivo (operaria de A. mellifera com 7 dias) e M: marcador molecular; status ovariano das
operarias: 1 - inativo; 2 — inicio da ativagdo; 3 — foliculo vitelogénico ¢ 4 — ovocito
completamente maduro. Observa-se altos titulos, baixo e até mesmo a falta da proteina Vg na

hemolinfas das operarias com status ovariano distintos.
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Operarias em enxameagao - stafus ovariano

Figura 19 - Avaliagdo dos niveis da proteina Vg presente na hemolinfa de operarias em
enxameagdo de M. quadrifasciata com diferentes graus de ativagdo dos ovarios (stafus
ovariano): 1 - inativado; 2 — ativado com foliculos pré-vitelogénicos; 3 — com foliculos em
vitelogénese ¢ 4 — com ovoécito completamente maduro. Representacdo grafica dos valores
densitométricos, normalizados pela proteina lipoforina (*P < 0,05; ** p < 0,001, Teste Kruskal-
Wallis on Ranks, Teste de multiplas comparac¢des: Dunn'’s Test).
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Figura 20 - Status ovariano de operarias em enxameagdo de M. quadrifasciata com diferentes
graus de ativacdo dos ovarios (status ovariano): 1 - inativado; 2 — ativado com foliculo pré-
vitelogénico; 3 — com foliculos em vitelogénese ¢ 4 — com ovdcito completamente maduro .
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Operarias em enxameacao - status ovariano

Figura 21 - Analise por radioimunoensaio do titulo de horménio juvenil (Média = SD) da
hemolinfa de operarias em enxameagdo de M. quadrifasciata com diferentes graus de ativagdo
dos ovarios (status ovariano): 1 - inativado; 2 — ativado com foliculos pré-vitelogénicos; 3 —
com foliculos em vitelogénese e 4 — com ovocito completamente maduro. O nimero de abelhas
analisadas por grupo esta indicado sobre as barras. (*P < 0,05; ANOVA One Way, teste de
multiplas compargoes: Teste Tukey)
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Figura 22 - Analise por radioimunoensaio do titulo de horménio juvenil (Média = SD) da
hemolinfa de operarias em enxameacgdo de M. quadrifasciata com diferentes graus de ativagdo
dos ovarios (status ovariano): 1 - inativado; 2 — ativado pré-vitelogénico; 3 — com foliculos em
vitelogénese e 4 — com ovécito completamente maduro; RN: operarias recém emergidas; NUT:
operarias nutridoras; FOR: operarias forrageiras. O nimero de abelhas analisadas por grupo esta
indicado sobre as barras (* p<0,05 Kruskal-Wallis on Ranks, teste de multiplas comparagdes:
Dunn-s test).
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4.6. Efeito da dieta protéica sobre o nascimento de machos em coldnias de

M. quadrifasciata

As colonias de M. quadrifasciata foram alimentadas com aproximadamente
17,14g + 0,99 (12,44g + 0,72 em peso seco) de uma dieta protéica suplementar (para
detalhes ver item 3.1) semanalmente. Sempre foi mantido um pote de cera com alimento
protéico fechado no interior da colonia, no qual as abelhas ainda ndo iniciaram o

consumo do alimento.

Observou-se a ocorréncia de machos nos favos de crias em sete colonias
experimentais de M. quadrifasciata que estavam recebendo semanalmente alimentago
suplementar. Os favos de cria nascentes foram coletados das colonias experimentais
quinzenalmente e observou-se o nascimento dos individuos durante o periodo de junho
de 2002 & dezembro 2004. A partir de janeiro de 2004 as colonias ndo receberam a dieta
de pélen de Apis fermentado para efeito controle da alimentagdo protéica suplementar.
Contudo as colonias receberam 50ml de solucao de sacarose a 50%. As colonias C3 e

2W nao receberam alimentagdo suplementar com polen.

Verificamos que a producdo de machos se apresentou de forma continua nas
coldonias 1W, 2A, 4A, 5A e 7A durante o periodo de observagado (Figura 23, 24, 25,26 ¢
27). Nao ha uma correlagdo entre o nascimento de machos e as condigdes ambientais,
entretanto somente em duas colonias ocorreu uma correlagdo positiva entre o
nascimento maior de operdrias (Figura 23, 26 e 29) e a temperatua ambiente, bem como

este com a emergéncia de rainhas em somente uma coldnia experimental (Figura 27).
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Figura 23 - Colonia 1W: Ocorréncia do nascimento de operarias, machos e rainhas nos favos de
M. quadrifasciata. Dados apresentados mensalmente. Existe uma correlacdo positiva entre a
temperatura ¢ o nascimento de operarias (p=0,0404), entretanto ndo ha correlagdo entre o
nascimento de rainhas e machos em relagdo a temperatura (rainhas, p=0,418 ¢ machos p=0,842).
Nao ha correlacdo entre UR (operarias, p=0,254; rainhas, p=0,241 e machos, p=0,769),
insolacdo (operéarias, p=0,410; rainhas, p=0,147 e machos, p=0,744) e precipitagdo (operarias,
p=0,574; rainhas, p=0,717 e machos, p=0,987) ¢ os individuos da colonia (teste de correlacio de
Pearson).

100,0%

L

Figura 24 - Coldnia 2A: Ocorréncia do nascimento de operarias, machos e rainhas nos favos de
M. quadrifasciata. Dados apresentados mensalmente. Ndo ha correlagdo entre o nascimento de
operarias, rainhas e machos em relagdo a temperatura (operarias, p=0,213; rainhas, p=0,510; e
machos, p=0,624), UR (operarias, p=0,998; rainhas, p=0,347 e machos, p=0,610), insolagdo
(operarias, p=0,505; rainhas, p=0,294 ¢ machos, p=0,878) e precipitagdo (operarias, p=0,946;
rainhas, p=0,454 e machos, p=0,804) (teste de correlacao de Pearson).



Resultados 54

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

Freqliéncia (%)

Periodo (més)

Figura 25 - Colonia 4A: Ocorréncia do nascimento de operarias, machos e rainhas nos favos de
M. quadrifasciata. Dados apresentados mensalmente. Nao ha correlagdo entre o nascimento de
operarias, rainhas ¢ machos em rela¢do a temperatura (operarias, p=0,716; rainhas, p=0,263; ¢
machos, p=0,538), UR (operarias, p=0,513; rainhas, p=0,904 e machos, p=0,234), insolagdo
(operarias, p=0,237; rainhas, p=0,927 e machos, p=0,562) e precipitagdo (operarias, p=0,517;
rainhas, p=0,835 e machos, p=0,261) (teste de correlacdo de Pearson).

Figura 26 - Colonia 5A: Ocorréncia do nascimento de operarias, machos e rainhas nos favos de
M. quadrifasciata. Dados apresentados mensalmente. Existe uma correlagdo positiva entre a
temperatura € o nascimento de operarias (p=0,00818), entretanto ndo ha correlagdo entre o
nascimento de rainhas ¢ machos em relag@o a temperatura (rainhas, p=0,774 ¢ machos p=0,584).
Nao ha correlacdo entre UR (operarias, p=0,419; rainhas, p=0,372 e machos, p=0,915),
insolag@o (operarias, p=0,286; rainhas, p=0,521 e machos, p=0,837) e precipitacdo (operarias,
p=0,440; rainhas, p=0,502 ¢ machos, p=0,600) e os individuos da colonia (teste de correlagdo de
Pearson).
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Figura 27 - Colonia 7A: Ocorréncia do nascimento de operarias, machos e rainhas nos favos de
M. quadrifasciata. Dados apresentados mensalmente. Existe uma correlacdo positiva entre a
temperatura ¢ o nascimento de rainhas (p=0,00672), entretanto ndao ha correlagdo entre o
nascimento de operarias ¢ machos em relagdo a temperatura (operarias, p=0,169 ¢ machos
p=0,404). Nao ha correlagdo entre UR (operarias, p=0,582; rainhas, p=0,471 e machos,
p=0,283), insolagdo (operarias, p=0,557; rainhas, p=0,514 e machos, p=0,425) e precipitagdo
(operarias, p=0,199; rainhas, p=0,359 e machos, p=0,250) ¢ os individuos da colonia (teste de
correlagdo de Pearson).
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Figura 28 - Colonia C3: Ocorréncia do nascimento de operarias, machos e rainhas nos favos de
M. quadrifasciata. Dados apresentados mensalmente. Ndo ha correlagdo entre o nascimento de
operarias em relacdo a temperatura (operarias, p=0,571), UR (operarias, p=0,837), insolacdo
(operarias, p=0,571) e precipitagdo (operarias, p=0,571). Os demais individuos nao
apresentaram ntimeros suficientes para serem destados (teste de correlagdo de Pearson).
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Figura 29 - Colonia 2W: Ocorréncia do nascimento de operarias, machos e rainhas nos favos de
M. quadrifasciata. Dados apresentados mensalmente. Existe uma correlacdo positiva entre a
temperatura ¢ o nascimento de operarias (p=0,0333). Nao ha correlagdo entre UR (operérias,
p=0,490), insolacdo (operarias, p=0,259) e precipitacdo (operarias, p=0,0374). Os demais
individuos ndo apresentaram ntimeros suficientes para serem destados (teste de correlagdo de
Pearson).
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Figura 30 - Condigdes ambientais durante o periodo amostral de janeiro de 2002 a dezembro de
2004, na cidade de Ribeirdo Preto - SP. Fonte: CIAGRII - IAC. A: temperatura média mensal
(°C); umidade relativa média - UR (%); insolagdo média mensal (horas de luz). B: Precipitacdo
média mensal (mm).



5. DISCUSSAO
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5.1. PER

Deve-se salientar que as abelhas ndo respondem ao PER imediatamente apds
serem contidas. A reposta gustativa s6 foi obtida apds os individuos contidos
permanecerem por um periodo de aproximadamente 60 minutos em estufa (28°C e UR
de 80%). A ndo reacdo inicial destas abelhas esta, provavelmente, associada ao estresse
provocado e a sensibilidade destas ao aprisionamento, sendo comumente observado o
comportamento de regurgitacdo o alimento contido no papo. Contudo podemos deixar
claro a capacidade que as operarias e machos de M. quadrifasciata apresentam em

responder ao teste do PER.

Os limiares de resposta variam dependendo da idade do individuo, experiéncia
prévia e gendétipo, sendo M. quadrifasciata muito pléstica nas respostas as mudancas
das condi¢des da colonia (Waldschimitd et al., 1998). Nao esquecendo que a habilidade
de aprender ¢ a chave determinante para o sucesso ecoldgico e evolucionario dos insetos
sociais (Page & Erber, 2002). A resposta gustativa a menores concetragdes de sacarose
aumenta com o aumento da idade nas operdrias e nos machos, sendo esta constatagao
correlacionado com a melhor aquisi¢ao ou percepgdo pelos receptores da antena das
abelhas (Pankiw & Page, 1999). Acredita-se que, tal aquisi¢do esteja relacionada ao
comportamento adquirido em resposta as condi¢des internas da coldnia, estando
adequado ao contexto de divisdo de trabalho, ndo fazendo sentido que individuos muito

jovens apresentem limiar de respostas gustativa semelhantes a abelhas forrageiras.

Os machos de Melipona sao capazes de realizar algumas tarefas no interior da
coldnia, como recepcao e desidratacdo de néctar (Van-Veen ef al, 1997). Estes saem da

colonia e ndo mais retornam, vivendo do néctar das plantas; bem como apresentam uma



Discussdo 59

capacidade de identificarem os odores de marcagdo existentes em colonias novas de
enxameagdo, que receberdo a rainha virgem, formando agregados, que comumente sdo
relatados na literatura (Engels & Engels, 1984). Portanto, ¢ de se esperar que respondam
mais facilmente a concentragdes de sacarose menores com o aumento da idade e haja

um aumento na capacidade inata de reconhecimento e aprendizado.

J& as respostas crescentes a0 PER em operarias com idades maiores, deve-se a
presenca de receptores adequadamente mais sensiveis ou mais eficientes,
fisiologicamente falando, tornando-as capazes de melhor identificar e reconhecer
situagdes compativeis com a idade/funcdo que lhe sdo necessarias a execucgdo de tarefas
dentro e fora da coldnia. Operarias s6 iniciam o trabalho com as crias, no qual sdo
requeridos a producdo de secrecdo glandular e também o regurgitamento de uma
mistura de polen e mel nas células, entre doze e vinte um dias de vida (Kerr & Santos-
Neto, 1956). Nesta idade as operarias possuem maior contato direto com os alimentos,

ndo somente através da trofalaxe.

Operarias apresentam  determinados comportamentos relacionados ao
aprendizado, tendo em vista, que uma experi€ncia prévia ou seja, o contato com
diferentes alimentos, neste caso, possibilite as operarias mais velhas mais respostas
positivas ou respostas mais eficientes a concentracdes menores de sacarose, estando a
performance associada ao aprendizado como o observado em A. mellifera (Pankiw &

Page, 1999; Scheiner et al, 1999).

As abelhas nutridoras possuem capacidade de percepcao proxima ao de
operarias forrageiras, demonstrando que a divisao de trabalho estd associada com
diferentes desempenhos decorrentes do aprendizado e com capacidades sensoriais
inatas, possibilitando respostas cognitivas semelhantes, como também verificado em A.
mellifera (Ben-Shahar & Robinson, 2001). Assim, ¢ de se esperar que operarias
forrageiras de M. quadrifasciata, bem como operarias de doze dias de vida,

supostamente nutridoras, possuam uma resposta ao PER semelhantes.

A semelhanca no limiar de reposta gustativa entre forrageiras e nutridoras,
possivelmente esta relacionado 4 baixa concentracdo dos méis dos Meliponini, que esta
por volta de 55% e 70% (Cortopassi-Laurino & Gelli, 1991; Souza ef al., 2006; Bijlsma
et al., 2006). Entretanto, forrageiras apresentam uma resposta a solu¢cdo de sacarose a

concentragdo de 50% em torno de 66%, muito inferior a resposta gustativa de 95%
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verificada em A. mellifera (Cabe et al., em preparo). Operarias campeiras de M. fasciata
tomam a decisdo de escolher entre fontes de sacarose, preferindo aquela que apresenta a
maior concentragao de aglicar, mas ndo abandonando totalmente fontes mais pobres em
sacarose (Biesmeijer & Ermers, 1999). Esta decisdo de iniciar, parar ou manter o
forrageamento em determinada fonte também ¢ devido a experiéncia externa e nao
somente as concentragdes maiores de sacarose encontradas (Biesmeijer et al., 1998).
Tal comportamento esclarece que a capacidade cognitiva estd associada a aspectos
ecoldgicos como reconhecer concentragdes menores de solucdo de sacarose no nicho
destas abelhas e que o aprendizado ou experiéncias prévias apresentam grande

influéncia sobre o comportamento de forrageamento.

5.2. Relacdo entre o status ovariano e os titulos de Vg e HJ na hemolinfa de

operarias de M. quadrifasciata

Uma das caracteristicas diferenciais, a capacidade vitelogénica, nao ¢ observada
no momento da emergéncia em M. quadrifasciata e demais Meliponini ja estudados
(Dallacqua et al., 2007), sendo o oposto verificado em 4. mellifera (Barchuk et al.,
2002) na qual, a quantidade de Vg ¢ praticamente nula em operarias recém emergidas ¢
forrageiras, concomitantemente ao aumento de HJ nestas ultimas (significativamente

distintos).

Os maiores niveis de Vg foram detectados nas operarias de M. quadrifasciata
com fungdo de nutridora. O estabelecimento do perfil de acimulo de Vg na hemolinfa e
0 status ovariano das operarias de M. quadrifasciata deixam claro a relacao desta
proteina com a atividade de operaria nutridora e com a producdo de ovos tréficos e/ou
reprodutivos durante o POP, comumente observado nos Meliponini, demonstrando que
a alta sintese de Vg estd relacionada a incorporacdo desta pelos ovocitos em
crescimento também observado em M. scutellaris e S. postica (Dallacqua et al., 2007).
Em A. mellifera a Vg também ¢ encontrada como uma reserva protéica endogena, tendo
em vista a presenca desta proteina nas glandulas hipofaringeas observada em abelhas
com func¢do de nutridora e ovarios inativos (Amdam et al., 2003a), bem como em F.

varia (Dallacqua et al., 2007).
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Aparentemente a proteina Vg ¢ um fator integrante no processo de divisdo de
trabalho em M. quadrifasciata, tendo em vista a correlacdo desta proteina com a
oviposi¢ao nos Meliponini e a importancia da oviposi¢do de operarias no POP (Zucchi
et al., 1999). Contudo ¢ relatado na literatura que a Vg assume varios papéis na
fisiologia de Apis, como, por exemplo, ajudar na resposta imune e senescéncia (Amdam
et al., 2004a), ¢ tida como uma proteina de reserva (Amdam & Ombholt, 2002),
integrante de mudangas comportamentais (Amdam et al, 2006) e responsavel
diretamente ou em sinergia com outros fatores fisioldgicos (Amdam et al., 2003a).
Contudo, em M. gquadrifasciata, esta proteina esta intimamente relacionada ao status

ovariano ¢ a funcao de nutridora.

Aparentemente o titulo de Vg constitui o fator indicativo do comportamento das
operarias de M. quadrifasciata, por que nao dizer, participante nas mudangas
comportamentais, sendo que titulos maiores implicam em tarefas de operarias nutrizes

e/ou poedeiras (ver item 5.5).

Em um contexto mais amplo podemos vislumbrar uma acao basal desta proteina
na mudanga das caracteristicas comportamentais de individuos ndo reprodutivos para
individuos reprodutivos, onde operarias poedeiras sdo comumente encontradas
(Sakagami & Zucchi 1966). Soma-se a este a interacdo social, no qual a exigéncia local
determina a tarefa executada pela abelha no ninho, o acesso a diferentes dietas e
conseguinte mudanga comportamental, fato este ndo limitado pela agdo inibitoria de

altos titulos de HJ na hemolinfa destes individuos.

Fica claro que o HJ nao assumiu uma fun¢ao moduladora do comportamento em
M quadrifasciata como encontrada em A. mellifera, devido as diferencas nao
significativas entre os titulos de HJ na hemolinfa de operarias com fung¢des distintas,
entretanto ainda apresenta uma acdo inibitoéria na transcri¢do genética, neste caso a
expressao do vg (ver item 5.3). Acreditamos também que a Vg seja um dos agentes
responsaveis pela modulagdo da plasticidade e da divisdo de trabalho em Melipona,

atuando, possivelmente, em sinergia com outro fator fisioldgico ainda nao pesquisado.

A sintese desta proteina deve-se a um processo mediado por neurormonios e
aminas biogénicas produzidos pelo cérebro e o HJ dos corpora allata (Barchuk et al.,
2002; Hartfelder & Engels, 1998). J4 os ecdisterdides, aparentemente parecem nao

apresentar, na vida adulta de abelhas altamente eusociais, uma fun¢cdo moduladora da
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reproducao (Hartfelder et al., 2002) e em M. quadrifasciata seus niveis sao muito

baixos (Santana, 2002).

Podemos destacar que o titulo de HJ aumenta com a mudanca de fun¢do de
nutridora (atividade interna) para a funcdo de forrageira (atividade externa) nas
operarias de M. quadrifasciata. Contudo este aumento nao ¢ significativamente alto,
ndo negativamente correlacionado com o status ovariano e quantidade relativa de Vg na
hemolinfa. Tal constatacdo abre uma lacuna. Qual o agente regulador da mudanca
comportamental em M. quadrifasciata (ver item 5.4 e 5.5)? Tal semelhanca entre os
titulos de HJ entre operarias nutrizes e forrageiras permitiria as operarias a mudanga de
funcao de acordo com o contexto social. Acreditamos que o contexto social regula ou
mantém as operarias engajadas em determinadas fungdes, “permitindo” ou “explicando”
a grande plasticidade e amplitude comportamental associados as ocilagdes nos titulos de
HJ. Podemos até mesmo especular que as operarias sao capazes de executar todas as

tarefas necessarias dentro da colonia independentes das idades que apresentam.

Alguns autores verificaram que os titulos de HJ, Vg e lipidios estdo relacionados
a mudanga comportamental em Apis, agindo em separado ou todos estes em conjunto ou
em cascata na fisiologia das abelhas meliferas. Ao meu ver, tais propostas so reafirmam
a forte relacdo entre a alimentagdo, o status fisioldgico e o comportamento nas abelhas.
Muito pouco ainda ¢ conhecido sobre a regulacdo enddcrina e a plasticidade
comportamental em Melipona, mas podemos salientar que a sintese e o titulo de Vg

estao envolvidos neste processo.

ApOs a constatacdo por Santana (2002) que os titulos de HJ parecem nao estar
envolvidos com a divisdo de trabalho em M. quadrifasciata, podemos hoje confirmar tal
hipotese, tendo em vista que operarias forrageiras, bem como nutridoras ndo apresentam
titulos de HJ estatiticamente distintos, contudo apresentam diferencas dos titulos de HJ
associadas ao status reprodutivo e ao titulo de Vg em relagdo a funcdo exercida pelas
operarias na colonia. Neste caso, em especial, M. quadrifasciata se constitui um objeto
de estudo desafiador por ndo apresentar uma relagdo direta entre os titulos de HJ e a
divisdo de trabalho, como encontrado em operarias de Apis (Robinson, 1992) ou o titulo

de ECD como observado em operarias de Bombus (Geva et al., 2005).

O titulo de ECD parece ndo estar relacionado com o status reprodutivo em M.

quadrifasciata tendo em vista os baixos titulos na hemolinfa encontrados por Santana
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(2002). Este fato leva-nos a eleger uma nova possibilidade de modulador do
comportamento em Melipona, que possivelmente estd associado ao titulo de Vg na
hemolinfa. A quantidade de Vg na hemolinfa estd associada ao status ovariano nas
operarias, nas quais, titulos maiores, estdo relacionados a ovarios ativos (estagio III e
IV) e tarefas nutridoras e/ou de postura de ovos, € menores a ovarios inativos ou em

inicio de ativacdo (estagio I e II) e forrageiras e recém-emergidas.

Estes resultados abrem novas possibilidades para se discutir o papel evolutivo da
Vg e principalmente as perspectivas de trabalhos futuros envolvendo esta proteina nas
abelhas sem ferrao. O uso de RNAI possibilitaria o teste necessario a esta confirmagao,
onde a traducdo do gene desta proteina seria inibida e poderiamos observar as mudancas
comportamentais esperadas (Amdam et al., 2003b; Guidugli et al., 2005). Em Apis a
repressdo da sintese de Vg como uso de RNAi proporcionou a mudanga de limiar de
resposta gustativa a menores concentragdes de sacarose (Amdam et al., 2006),
caracterizando, assim, a existéncia da acdo de um duplo repressor responsavel pela
dinamica comportamental em A4. mellifera (Amdam & Ombholt, 2003a). Em Melipona,
certamente, a sintese e o titulo de Vg estdo envolvidos neste processo, principalmente,
no que se refere ao comportamento de enxameacdo comumente observado em

Meliponini (ver item 5.5).

Muito ainda € necessario ser elucidado na fisiologia de abelhas, principalmente
dos Meliponini. Os trabalhos com Apis norteiam nossos objetivos, contudo Melipona

apresenta particularidades muito distintas a 4. mellifera.

5.3. Efeitos do analogo do HJ Pyriproxifen (PPN) sobre a expressao do
MRNA de vg e titulo de Vg

O HJ e os ecdisterdides sdo hormoénios que atuam no processo de iniciacao,
manuten¢do ou inibi¢do da sintese de Vg em varios insetos (para revisdo Raikhel et al.,
2004). A aplicacao de altas doses de analogos do HJ em operarias inibe a sintese de Vg
em M. quadrifasciata com também ocorre em A. mellifera (Bitondi et al., 1994; Pinto et
al., 2000). Destacando que o gene para Vg ¢ reprimido no genoma das operarias,

inclusive pela acdo do solvente do PPN (Metanol).
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Expressao de vg e o titulo de Vg na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata
estdo relacionados ao processo de ativacdo dos ovarios e ndo aos titulos de HJ
apresentados, contudo a sintese desta proteina ¢ fortemente influenciada por este

hormonio.

Operarias que receberam doses de PPN ndo realizaram postura e nao
participaram como operarias nutridoras ressaltando a Vg como uma proteina essencial a
funcdo de nutridora. Contudo o AHJ ndo resultou em forrageamento precoce nas
abelhas experimentais, as quais apresentaram-se como operarias guardas no tubo de
entrada da coldnia aos 29,8+3,09 dias. Tais dados sugerem que a dose aplicada de AHJ
ndo foi suficiente ou que outro agente esteja participando do processo de regulacdo

endocrina da divisdo de trabalho em M. quadrifasciata.

Apesar dos inumeros avangos obtidos no conhecimento do controle da expressao
de vg em A. mellifera, ainda ha muito a se estudar sobre os mecanismos moleculares
envolvidos na regulacdo e expressdo deste gene em abelhas, principalmente em

Meliponini.

5.4. Efeito de diferentes dietas sobre a expressao de vg, titulo de Vg, HJ e

proteina total na hemolinfa de operarias adultas de M. quadrifasciata

Os maiores niveis do mRNA de vg sdo detectados nas operdrias com
alimentagdo protéica concomitantemente com maiores titulos de Vg nestas mesmas
operarias. Podemos sugerir que o aumento dos niveis do mRNA de vg pode estar
relacionado com a necessidade de uma maior incorporacdo da Vg pelos ovocitos em
crescimento presentes nos ovarios ativados, como em A. mellifera, onde os niveis de
transcritos do vg aumentam rapidamente em operdrias Orfas com os ovarios ativos
(Guidugli-Lazzarini, 2006), além disso, a dieta também tem funcdo na sintese normal de

Vg nas abelhas adultas jovens (Bitondi & Simdes, 1996).

Ao analisarmos os experimentos sobre dieta, as operarias que receberam até o
sétimo dia uma alimentacdo rica em pdlen, apresentaram altos valores de sintese e
elevados titulos de Vg na hemolinfa (ver item 5.4). Aparentemente, nossos dados
reforcam a idéia que a funcdo exercida pelas operarias ¢ o fator que se relaciona com o

perfil hormonal, com o titulo de Vg na hemolinfa e o status ovariano, devendo ao
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contexto social, ou até mesmo a interagdo individual operaria-operaria, a regulacao das
mudancas de funcdo. Segundo Koedam (1999) ha uma dominancia de operarias
poedeiras dentro da colonia de Melipona, permanecendo por 20 dias realizando tal
funcdo (Koedam et al, 2005). Esta mudanga comportamental, certamente, esta
relacionada ao acesso a dieta mais rica em proteina e a altos titulos de Vg na hemolinfa,
como verificamos em operarias nutridoras e forrageiras em enxameacao (estagio III e

IV) (ver item 5.5).

r

Parece-nos que a dieta rica em proteina e/ou o acesso a esta, ¢ o fator
determinante da fungdo exercida pelas operarias e constitui um componente decisivo na
tarefa que a operaria esta exercendo na colonia, tendo em vista que o titulo de HJ ndo
difere, significativamente, entre operarias forrageiras e nutridoras (ver item 5.2 e 5.5).
Assim operdrias, supostamente forrageiras, durante a enxameagao, localizam um novo
local para a nova colonia e se tornam, novamente, capazes de realizar todo o aparato
comportamental de uma operaria nutridora, inclusive reativando os ovarios (status IIl e
IV) com respectivos perfis de Vg e HJ destas (ver intem 5.5), bem como reativar as
glandulas hipofaringeas e atuar como nutridora em col6nias sem operdrias jovens

(Sakagami, 1982).

O papel da dieta e o acesso a diferentes quantidades de alimento estabelecem
possibilidades de estudos relacionados ao papel desta proteina no envelhecimento em
insetos, menos significativo nos Meliponini ¢ em uma plasticidade comportamental
mais ampla (Waldschimitd e al., 1998) (para detalhe ver item 5.5). Fatos estes que
podem sugerir que a Vg, como nas abelhas meliferas, esteja envolvida em varios outros
processos bioldgicos além da reproducdo, como longevidade, imunidade, transporte de
zinco ¢ sintese de alimento larval (Amdam & Omholt, 2002; Amdam et al., 2003a;
Amdam & Omholt, 2003; Amdam et al., 2004b; Amdam et al., 2005). Dentro deste
contexto alimentar, a presenca ¢ a sintese de lipidios também apresenta uma modulagao

do comportamento como apresentado pela Vg, em 4. mellifera (Toth et al., 2005).
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55.  Statusovariano, titulo de HJ e Vg na hemolinfa de operarias de M.

guadrifasciata em enxameagao

A plasticidade comportamental na divisdo de trabalho em M. quadrifasciata
parece ser regulada por dois fatores que atuam em tempos diferentes na vida das
operarias: Primeiramente por fatores envolvidos no desenvolvimento, ou seja, larvas de
operarias que receberam mais alimento, mas em quantidades incapazes de torna-las
rainhas ou devido a fatores genéticos envolvidos que as inibam; fatores estes ja
enfocados por diversos autores sobre a determinagdo de castas em Melipona.
Posteriormente na vida adulta das operarias ha condigdes sociais, nas quais as operarias
assumem tarefas dentro e fora da coldonia com as mundagas comportamentais e

fisiolégicas adequadas a determinada fungdo. Assim, € consenso que as operarias
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possibilitam tal dréstica reversao. Este fator ¢ o acesso a uma alimentacao mais rica em
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enxameagao, regridem novamente ao status de operarias nutridoras, tendo em vista a

ativacdo ovariana com os devidos perfis hormonais e de Vg.

Podemos especular sobre a longevidade maior nos Meliponini, tendo em vista a
plasticidade comportamental que é permitida pelos médios titulos de HJ e o titulo de Vg
na hemolinfa relacionado a dieta protéica (item 5.4). Assim poderiamos esperar que
titulos maiores de Vg na hemolinfa por mais tempo na fisiologia de operarias de
Meliponini, possibilitariam uma sobrevida maior nas abelhas como verificado em A.

mellifera (Amdam & Page, 2005).

O titulo de Vg estd associado a médios titulos de HJ na hemolinfa, tanto em
operarias nutrizes quanto forrageiras com ovarios ativos (estagio III e IV) durante a
enxameagdo, em oposicao a altos titulos de HJ que acarretam uma agdo inibitdria a
sintese de Vg, como observado em operarias forrageiras com ovarios inativos ou
parcialmente ativos (estagio I e II). Esta diminui¢cdo do titulo de Vg ¢ explicada pela
acdo inibitoria que o HJ apresenta sobre a sintese de Vg, fato este demonstrado no item

5.3.

Um fato que podemos especular é que a enxameagao, a produgdo de machos e a
maior longevidade das operarias durante o inverno estdo relacionados a dieta diferencial
mais rica em proteina e conseqiientemente aos altos titulos de Vg na hemolinfa
apresentados nas operarias nutrizes ou forrageiras em enxameacdo, especificamente

aquelas com ovarios ativos (estagio I11 e IV).

5.6. Efeito da dieta protéica sobre 0 nascimento de machos em coldnias de
M. quadrifasciata

A producdo de machos em M. quadrifasciata na cidade de Ribeirdo Preto pdde
ser intensificada pela alimentagdo suplementar de pdlen nas colonias em campo (Figura

23, 24, 25, 26, ¢ 27) quando comparado com as condi¢des naturais (Figura 28 e 29).

No presente trabalho, podemos observar que a producdo de machos estd
relacionada a disponibilidade de alimento (p6len) dentro das colonias, corroborando os
trabalhos de Roubik (1982), Moo-Valle et al (2001), Morais (2003) ¢ Pereira (2003),

pois conseguimos induzir a produ¢do de machos durante todo o ano, fato ndo
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relacionado diretamente as condi¢des ambientais externas da col6nia durante este
periodo, ja que no inverno também foi verificado o nascimento dos mesmos. Tais dados
reforcam as informacdes obtidas na literatura sobre a relagdo entre a produgdo de

machos e os estoques de polen na colonia.

As operarias de Meliponini tendem a realizar postura de machos por ser
vantajoso em certos momentos (Wenseleers & Ratnieks, 2004), gerando uma
competicao pela reproducdo entre as operarias e rainha, (To6th et a/, 2004), ou entre as
proprias operarias, pois todas possuem condigdes fisiologicas de realizar posturas
durante certo periodo da vida. Contudo alguns individuos mantém uma dominancia
reprodutiva sobre as outras operarias, mesmo na presen¢ca da rainha fisogdastrica
(Sommeijer et al., 1999; Koedam, 1999). Assim explica-se porque, durante periodos do
ano com condigdes favoraveis de disponibilidade de alimento, ocorre a postura de ovos
que dardo origem a machos por operarias em Melipona (Contel & Kerr, 1976;

Tambasco, 1971; Velthuis et al., 2005; Koedam et al., 2005).

Podemos constatar que o alimento protéico ¢ capaz de propiciar um titulo maior
de Vg na hemolinfa, associado ao status ovariano (item 5.2 e 5.4). A produgdo ciclica
de machos nos Meliponini esta relacionada com a fisiologia das operarias poedeiras, ja
que estas possuem ovarios ativos mesmo na presenca da rainha fisogéstrica (Sakagami
& Zucchi, 1966). Contudo, para que esta condicao seja desencadeada, faz-se necessario
um fator externo, a disponibilidade de alimentos, principalmente do pdlen que lhes
possibilita executar a postura de ovos. Tal processo deve-se ao fato destas abelhas
acumularem alimentos, principalmente o polen, durante os periodos de abundancia de
recursos alimentares, que coincidem com a primavera e verdo. Este aumento na
quantidade de pdlen estocado proporciona disponibilidade de alimento para as abelhas,
principalmente para operarias nutridoras/poedeiras, com até 15 dias de vida (Cruz-
Landim, 2000), possibilitando uma nutrigdo mais rica, € assim, promovendo mudancas
hormonais e a ativa¢do ovariana, que lhes permitem a producdo de ovos tréficos e/ou
reprodutivos, bem como o aumento na construgdo de células de crias, aprovisionamento

e postura da rainha como observado por Pereira (2003) e Moraes ef al., (2006).

A partir deste ponto, as operarias sao estimuladas a realizar postura de machos,
chegando, em certas espécies de Melipona, a 100% dos machos que emergem serem

filhos das operarias (Sommeijer et al., 1999). Com o consumo gradativo do alimento e
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principalmente do polen, os estoques destes caem e, em contrapartida, o numero de
crias € o tamanho dos favos aumentam, bem como a emergéncia de machos. Como o
periodo de desenvolvimento das crias estd entre 30 e 37 dias, aproximadamente (Kerr,
1948; Cruz-Landim, 1966), os machos s6 nascerdo no inicio do inverno e/ou verao,
como ja observado na literatura para certas regides (Camargo, 1976; Bezerra, 1995).
Grande nimero dos individuos que emergem sao machos; tal fato, possivelmente, possa
explicar porque estes realizam algumas tarefas no interior da coldnia, como recepgao,
desidratagdo do néctar e producdo de cera (Imperatriz-Fonseca, 1973; Van-Veen et al,
1997). Contudo, os machos s6 permanecem na coldnia até a sua maturidade sexual,
entre 12 e 18 dias (Camargo, 1984; Van-Veen et al, 1997), quando saem e ndo
retornam, vivendo do néctar das flores e formando agregados proximos as colonias em

enxameagdo ou das novas colonias (Engels et al., 1990; ver item 5.4).

Com o excesso de polen no interior da colonia ocorreu uma super producao de
machos durante todo o ano. Estes machos seriam, em sua maioria, filhos da rainha; esta
responde a um aumento na construcdo de células de cria e oferta de ovos troficos
realizando mais posturas. Segundo Koedam et a./ (2005) a produ¢ao de machos é mais
intensa em periodos curtos do ano e a rainha, devido a sua grande capacidade
reprodutiva, sobrepuja o numero de postura de operdrias. Entretanto, no presente
trabalho, a quantidade de machos que emergiram na colonia chegou a 100% em certos
meses. Indicando que, possivelmente, a rainha perde a vantagem reprodutiva quando o
numero de operarias poedeiras se torna excessivo e a quantidade de posturas destas seja
alta, como observado por Darakjian (1991) que relatou condi¢des de desequilibrio e

desintegracdo do comportamento de POP em relacdo a postura de operarias.

Com a emergéncia de grande quantidade de machos, com o consumo dos
alimentos durante a producdo destes e a chegada do outono/inverno, onde os recursos
alimentares sdo menos abundantes, a coldnia tende a diminuir o nimero de individuos
ativos (operarias) e a quantidade de alimento estocado, levando a coldnia a um estado
de baixa atividade e a uma fragilidade ao ataque de parasitas (Phoridae) e ou ataque de
cleptobionte (Lestrimelitta limao) com uma menor capacidade de coletar mais
alimentos. Ao estarem em um periodo de inverno, esta colonia agora mais fraca, sofre a
acdo da temperatura, diminuindo a area de cria, ou até mesmo entrando em “diapausa

reprodutiva”, como encontrado em Plebeia remota (Ribeiro, et al, 2003). Explicando-
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se, assim, o porqué da morte de ninhos sem causa aparente ou a suscetibilidade ao

ataque de Lestrimelitta limao.

Devemos ressaltar que tal condi¢do ¢ ruim para a colonia pela perda de células
que poderiam estar sendo alocadas para o desenvolvimento de operarias. Levando em
consideragdao o nascimento dos machos, que saem da colonia com poucos dias de vida,
corroborando as idéias levantadas por Koedam et al. (2005) e Téth er al. (2001),
propomos um modelo esquematico no qual o excesso de machos, quando muito intenso,
levaria ao enfraquecimento da colonia de Melipona, com a saida destes; ¢ até mesmo a
possibilidade de morte da colonia pela diminui¢do no nimero de individuos ativos

(operérias).

O acesso a uma dieta rica em proteinas possibilitou uma explosdo reprodutiva
dentro das colonias, no qual um maior nimero de individuos, tendo acesso ao alimento,
possibilita uma ativacdo ovariana mais intensa € um nimero maior de individuos que
assumiriam uma fungdo reprodutiva. Certamente o contexto social estabelece um
mecanismo de controle sobre estes comportamentos ou interagdes ainda pouco
discutidos. Uma dieta rica em proteina implicaria em um titulo mais alto de Vg,
propiciando um estimulo fisioldgico a producdo de machos, tanto de operarias quanto
da rainha (ver item 5.2, 5.4 e 5.5). Quanto maior a quantidade de alimento estocado,
maiores sdo os estimulos a producdo de sexuados, principalmente de machos e por fim,
menor a populagdo de operarias ativas ao final deste ciclo. Com a saida dos machos da

colonia, a coldnia se torna menos populosa e mais suscetivel as condigdes advesas.

A partir destes entendimentos se propds um modelo esquematico que pode
explicar a relacdo entre a alimentacdo protéica (pdlen) e a producdo de sexuados,
principalmente pela postura de ovos de machos por operarias e as possiveis implica¢des

ecoldgicas na demografia populacional na colonia de abelhas sem ferrao (Figura 28).
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Figura 28: Modelo de regulagdo das condi¢des internas da colonia e do numero de
individuos sob duas condigdes ambientais, favoraveis (linha escura) ou desfavoraveis (linha
tracejada).

Tal modelo baseia-se na inter-regulagdo entre as partes a partir das quais foram
postuladas hipoteses que determinam as relagdes de ativagdo e/ou inibicao dos
mecanismos que controlam a produc¢do de machos em M. quadrifasciata, podendo ser

estendido aos demais Meliponini.

Hipotese 1. Ocorre a postura de machos em certos periodos do ano pelas
operarias.

Validac¢ao:

Os machos ocorrem de modo ciclico nos meliponineos (Beig, 1972; Silva, 1977;
Roubik, 1982) e em M. quadrifasciata, as posturas de ovos de machos ndo sdo

distribuidas ao acaso, mas agrupados no centro do favo (Bezerra, 1995). Em certas

épocas, as operarias realizam posturas apos a rainha, sendo que este ovo posto pela



Discussdo 73

operaria dard origem a um macho, com fases embrionarias mais curtas, portanto
eclodindo mais cedo e matando a larva originaria da rainha (Sakagami & Zucchi, 1966;

Sakagami et al, 1965; Koedam et al., 1999).

A probabilidade dos machos serem filhos das operarias em M. quadrifasciata é
de 40% (Tambasco, 1971), de 61% em M. subnitida (Contel & Kerr, 1976) e de 94,5%
em M. favosa (Sommeijier, 1984).

A época de emergéncia dos machos ¢ varidvel de regido para regido, devido a
condi¢des ambientais locais, como, por exemplo, na regido de Vigosa - MG, onde
machos ocorrem, principalmente, nos meses de junho a agosto e em outubro (Bezerra,
1995). J& para a regido de Ribeirdo Preto - SP, o periodo de nascimento de machos ¢ de

janeiro a fevereiro, julho a agosto e em novembro (Camargo, 1976b).

As condi¢des ambientais de temperatura, pluviosidade, intensidade luminosa e a
umidade relativa que afetam a produgdo de machos e/ou o processo de
aprovisionamento e oviposi¢do (POP) estdo relacionado a atividade das abelhas,

principalmente relacionadas a disponibilidade de flores e fotoperiodo das plantas.

Hipotese 2: Dieta rica em proteina (polen), esta diretamente associada ao

aumento de vitelogenina (Vg) na hemolinfa de operarias.
Validacao:

A produgdo de machos est4 diretamente correlacionada a densidade populacional
e principalmente com as reservas de polen armazenadas no interior das colonias em M.

scutellaris, na qual as operarias realizavam postura de machos (Pereira, 2003).

Abelhas S. postica, que receberam uma alimentacdo ausente de uma fonte
protéica adequada, praticamente ndo desenvolvem as glandulas hipofaringeana e os

ovocitos (Penedo et al, 1976; Silva & Zucoloto, 1990).

O titulo de Vg na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata esta diretamente
relacionado ao nivel protéico da alimentacdo semelhante ao que ocorre em 4. mellifera,
(Bitondi & Simdes, 1996; Guidugli-Lazzarini, 2006) (para detalhe ver item 5.4). Sendo
que os ovarios de operarias de meliponinios estdo ativos mesmo na presenc¢a da rainha
(Sakagami et al., 1965), ocorrendo o oposto com operarias de 4. mellifera, geralmente
nao ativos na presenca da rainha. Assim, ao fornecermos quantidades suplementares de

polen as coldnias, este alimento estard suficientemente disponivel para as operdrias,
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possibilitando que estas realizem postura posterior a postura da rainha fisogastrica

(Beig, 1972).

Hipotese 3: Maior titulo de Vg na hemolinfa permite ou estimula a postura de

machos pelas operarias.
Validacao:

Em S. postica, o titulo de Vg apresenta-se alto (30 e 40 % da proteina total da
hemolinfa) em operdrias com idades entre 10 e 20 dias. Operarias de 35 a 55 dias de
vida ndo apresentam vitelogenina na hemolinfa; ja idades entre 5 e 10 dias de vida
possuem 10% de Vg da proteina total (Engels & Engels, 1977). Os ovéarios em S.
postica tendem a serem maiores em operarias entre 10 a 20 dias de vida adulta. A partir
de 20 dias até 25 dias apresentam tamanho mediano e, de 25 a 30 dias, ainda menores.
Em abelhas de 35 dias em diante ¢ em recém emergidas até 1 dia, os ovarios sdo

pequenos (Engels & Engels, 1977).

Portanto, o titulo de Vg na hemolinfa ¢ um indicativo da ativacdo ovariana
observada nas idades correspondentes as tarefas de operarias nutridoras e
aprovisionadoras, idades nas quais também verificam-se a postura de ovos
troficos/reprodutivos por operarias de abelhas Melipona (Koedam 1999; Koedam et al.,

2005).

Em operarias de M. quadrifasciata, o perfil do titulo de Vg apresenta-se como
50% da proteina total da hemolinfa em operarias entre 7 e 16 dias de vida adulta e 40%
com 20 dias de vida; entre 28 e 37 dias de vida possuem 20 e 10% de Vg,
respectivamente. Abelhas com 7 dias possuem 20% de vitelogenina em média. Recém
emergidas ndo apresentam Vg na hemolinfa (Engels & Engels, 1977). Em operarias
nutridoras o status ovariano acompanha o titulo de Vg na hemolinfa (para detalhe ver

item 5.2 ¢ 5.4).

Assim sendo, o titulo de Vg na hemolinfa de operarias de M. quadrifasciata,
permite-nos inferir sobre a ativagdo ovariana em operdarias e possibilitam a estas realizar
postura. Sendo, portanto, um 6timo indicativo do status reprodutivo em operarias em

Melipona (para detalhe ver item 5.2).

Hipotese 4: Produgdo de machos que consomem os alimentos implica em menor

namero de fémeas.
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Valida¢ao:

Em M. favosa e M. fulva foi observado uma correlagdo entre a quantidade de
polen estocado na colonia e a producdo de crias (Roubik, 1982), sendo natural esperar

que seja assim, tendo em vista que o polen € a unica fonte de proteina para as abelhas.

Estudos com M. beechii, verificaram que a ocorréncia de machos ¢ influenciada
pelo periodo do ano (fatores sazonais), em funcao da disponibilidade de recurso para as
abelhas (Van-Veen et al, 1992). Tais variagdes na produ¢do de machos foram
observadas com a manipulagdo dos estoques de alimento nas coldnias, comprovando
que este ¢ extremamente importante na producdo de sexuados, nas quais as colonias
com pouco alimento armazenado praticamente ndo produziram machos (Moo-Valle et
al., 2001). No item 4.6 obtivemos o nascimento de machos durante todo o periodo

experimental, mesmo durante os meses de inverno, corraborando tal relagao.

A abundancia de alimento armazenado modifica o processo de aprovisionamento
e oviposi¢do (POP), aumentando a freqiiéncia do nimero de células construidas,

aprovisionadas e de postura da rainha (Morais, 2003 e Pereira, 2003).

Os dados nos sugerem que a dieta protéica, polen fermetado (para detalhe ver
item 5.4), constitui um alimento adequado as abelhas operarias, pois a alimentagao
pobre em proteina para as abelhas adultas, acarretaria problemas para a colonia, ja que
afetaria a produ¢do de ovos troficos pelas operdrias e a postura da rainha fisogastrica,
processo muito dispendioso nutritivamente (Velthuis et al., 2001), diminuindo a postura
e a nao ocorréncia de nascimento de machos . Ao nos referirmos a fase jovem, a
alimentacdo so6 de mel ndo ¢ suficiente para o crescimento larval, que requer alta taxa de

componentes nitrogenados para seu desenvolvimento (Cruz-Landim & Akahira, 1966).

Hipotese 5: Menor nimero de fémeas ativas implica em colonias mais fracas e

susceptiveis.
Validacado:

Machos de M. quadrifasciata possuem diferengas comportamentais relacionadas
a funcdo exercida por cada individuo. Machos de Melipona, durante o inicio de sua vida
na colméia, executam certas tarefas, como por exemplo, a producdo e trabalho com
cera, recep¢ao ¢ desidratacdo de néctar (Imperatriz-Fonseca, 1973; Van-Veen et al,

1997), sendo que entre 12 e 18 dias, aproximadamente, saem do ninho e ndo mais
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retornam, alimentando-se do néctar das flores. Esta diminui¢do do numero de
individuos acarretaria a sucetibilidade da coldnia pela incapacidade de uma manutenc¢ao
adequada das condigdes internas da coldnia, defesa e coleta de alimento (Nogueira-

Neto, 1999).

Portanto, teremos um modelo matematico complexo a partir de uma equagao

diferencial e seus respectivos parametros de varidveis que os regulam.



6. CONCLUSOES
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Fatores nutricionais influenciam a expressao de vg, uma vez que a oferta de uma
dieta sem proteinas promove uma diminuicao dos titulos de Vg na hemolinfa e dos
niveis do mRNA de vg no corpo gorduroso de operdrias adultas. Dietas ricas em
proteinas alteraram os niveis do mRNA de vg e os titulos de Vg presentes na hemolinfa
de operarias adultas.

O aumento dos titulos de Vg na hemolinfa de operarias com ovarios ativados
estd relacionado com um aumento dos niveis do mRNA de vg no corpo gorduroso
destas abelhas.

A aplicacdo de analogo de hormonio juvenil Pyriproxifen (PPN) resultou num
decréscimo no RNAm de vg no corpo gorduroso, mas nao causou um declinio nos
titulos da proteina Vg na hemlinfa.

Os titulos de HJ na hemolinfa de operarias recém-emergidas, nutridoras e
forrageiras ndo mostraram diferencas significantes, indicando que este hormonio ndo
esta intimamente relacionado ao polietismo etario em operarias adultas de M.
quadrifasciata.

As altas taxas de Vg na hemolinfa das operérias apresentam uma correlagdo
positiva com o status ovariano das operarias nutridoras e forrageiras em enxameagao.

A Vg esta envolvida na dindmica hormonal das abelhas operarias adultas de M.
quadrifasciata. Titulos baixos e/ou auséncia de Vg na hemolinfa das operdrias estdo
relacionados a fungdo de forrageadora e abelhas recém emergidas e com ovarios parcial
ou totalmente inativos.

As fungdes de operaria nutridora durante a enxameagao podem ser decorrentes
da modulacdao desta proteina, que ¢ um dos fatores envolvidos na plasticidade e no

polietismo etario/divisdo de trabalho em M. quadrifasciata.
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Quando coldnias foram suplementadas com pdélen adicional, notamos que estas
foram capazes de produzir crias de machos continuamente, independentemente da
vari¢do na disponibilidade de alimento no ambiente. Uma vez que os machos sdo
oriundos de ovos hapléides ndo fertilizados, muitas desses machos podem ser filhos de
operarias, significando que as operarias podem ajustar seus componentes do fitness de
acordo com o recurso de polen disponivel e, podem assim, alterar a razdo sexual na
colonia.

Esses resultados indicam um alto grau de plasticidade comportamental em
operarias M. quadrifasciata, que €, aparentemente, relacionada as condigdes sociais, por
um lado, e pela disponibilidade de dieta de polen, por outro. Nossos resultados
contribuem para clarear a relacdo entre disponibilidade de polen, regulagdo hormonal e
polietismo etario em espécies nativas, e podem contribuir para estudos comparativos em

outras espécies de abelhas sem ferrao.
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