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Feromonio, Macro-glomérulo.

Em insetos sociais, forragear por alimento ¢ um dos mais importantes processos
biologicos, uma vez que os individuos precisam forragear para coletar alimentos para
sustentar a si proprios € aos seus companheiros de ninho. As abelhas sociais, como as
abelhas sem ferrdo, sdo um excelente exemplo para estudar a complexidade deste
comportamento com caracteristicas multifatoriais. A idade, o genotipo, a experiéncia
prévia e limiares de respostas especificas individuais, bem como os fatores ambientais, sao
parametros que modulam o inicio, a continuidade e o fim do processo de forrageamento.
Com o objetivo de elucidar a importancia dos odores nas decisdes de forrageamento da
abelha sem ferrdo, Melipona scutellaris, abordei as trés questdes que seguem: (1) As
forrageadoras utilizam informagdo de odor anteriormente aprendida quando procuram por
alimento? (2) De que maneira as proprias marcas quimicas influenciam nas decisdes do
forrageamento? (3) Qual ¢ a base neuro-anatomica para a percep¢ao de odor em abelhas
sem ferrdo? (1) Durante a coleta por alimento, o odor das flores age como um estimulo
para as abelhas, quando pareado com o néctar/sacarose, potencialmente resulta na
formag¢dao do aprendizado associativo. Esta experi€éncia é crucial para a forrageadora
decidir se retorna e com que freqiiéncia retorna para uma fonte de alimento. Embora, as
forrageadoras de M. scutellaris ndo mostraram aquisi¢@o através do protocolo de reflexo de
extensao da proboscide estabelecido para as abelhas meliferas, as forrageadoras usaram a

experiéncia prévia de uma informacdo de odor quando deviam escolher entre fontes de
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alimento. (2) Além disso, certas espécies de abelhas sem ferrdo usam feromoénios para
comunicar a localizagdo especifica de uma fonte de alimento, as abelhas coletoras deixam
um odor particular (pista quimica com origem na glandula dos tenddes) na fonte de
alimento durante suas visitas. Quando a abelha retorna ao mesmo local, ela pode usar esta
informac¢do quimica para decidir se visita novamente a fonte ou se desiste, e procura por
outra fonte de alimento. Dependente do contexto da experiéncia prévia, as forrageadoras de
M. scutellaris usaram as proprias marcas de odor para evitar flores ja visitadas
(alimentadores artificiais) ou revisitaram flores que aumentaram em lucratividade depois
da primeira visita. (3) O pré-requisito para a percep¢ao e conseqiientemente, para o uso da
informacgdo olfatéria, ¢ um aparato neuroldgico adequado para detectar e processar a
informacdo quimica. O estudo neuro-anatdmico do lobo antenal de M. scutellaris revela
que a estrutura central olfatéria destas abelhas ¢ muito diferente das abelhas meliferas.
Surpreendentemente, as forrageadoras de M. scutellaris possuem um macro-glomérulo, o
qual € o primeiro macro-glomérulo descrito em operarias da familia Apidae. Esta estrutura
particular do lobo antenal estd potencialmente envolvida no processamento de feromonios
(sinais quimicos) que tém fun¢do crucial nas atividades de forrageamento e defesa do

ninho em uma coldnia de abelha sem ferrao.
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Abstract

ROSELINO, A.C. Determinants of the foraging behavior of Melipona scutellaris
Latreille, 1811 (Hymenoptera, Apidae, Meliponini). 2009. Thesis (Doctoral) -
Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo,
Sdo Paulo, 2009. Keywords: Melipona scutellaris, Cognition, Chemical signal,

Pheromone, Macro-glomerulus.

In social insects, the foraging for food is one of the most important biological
processes, since foraging individuals need to collect food to sustain themselves and their
not-foraging nestmates. Social bees, such as stingless bees, are an excellent example to
study the complexity of the multi-factorial traits of foraging behavior. Age, genotype,
previous experience, and the specific response threshold of an individual, as well as
environmental factors, are parameters that modulate the onset, the continuity, and the end
of foraging processes. In order to elucidate the importance of scents for the foraging
decisions of stingless bees, Melipona scutellaris, I addressed the following three questions.
(1) Do foragers make use of previously experienced scent information when searching for
food? (2) In which way do the bees' own scent marks influence their foraging decisions?
(3) What is the neuro-anatomical basis for scent perception in stingless bees? (1) During
food collection, floral odors act as a stimulus for the bees, which, when paired with a
nectar/sucrose reward, potentially results in the formation of a learned association. This
experience is crucial for a forager's decision whether and how often to return to a food
source. Although M. scutellaris foragers did not show scent-learning in the proboscis-
extension-reflex (PER) protocol, established for honey bees, the bees made use of
previously experienced scent information when choosing between food sources. (2) In
addition pheromone signals that some species of stingless bees use to communicate the

specific location of a food source, collecting bees leave a particular odor (chemical cue
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from the tendon glands) at food sources during their visits. When a bee returns to the same
place, it can make use of this chemical information to decide whether to visit the source
again or to give up and search for a new source. Depending on the previously experienced
context, foragers of the stingless bee M. scutellaris used their own scent marks either to
avoid already visited and depleted "flowers" (artificial feeder) or to revisit "flowers" that
increase in profitability after the first visit. (3) The prerequisite for scent perception and,
consequently, for the use of olfactory information, is an adequate neurological apparatus to
detect and process chemical information. The neuro-anatomical study of the antennal lobe
of M. scutellaris revealed that the structure of the bees' olfactory center is strikingly
different from what is known from honey bees. Most surprisingly, M. scutellaris foragers
possess a macro-glomerulus, which is the first macro-glomerulus described in workers of
the Apidae family. This particular structure of the antennal lobe is potentially involved in
processing pheromone compounds (chemical signals) that play a crucial role in colony

activities such as foraging and nest defense in stingless bees.
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Deter minantes do Comportamento Forrageador de Melipona scutellaris

Introducao Geral

O comportamento forrageador ¢ o melhor exemplo estudado entre os processos
organizados nos insetos sociais, e serve como referéncia para explicar ou entender outros
processos comportamentais (Giraldeau, 1997). Além disso, ¢ um modelo ideal para estudar
a influéncia de pardmetros ecoldgicos, a evolugdo de mecanismos fisioldgicos e sensoriais
nos grupos dos insetos sociais.

Como as abelhas meliferas, as abelhas sem ferrdo desenvolveram uma avancada
organizagdo social (Michener, 1974). A divisdo de trabalho e a especializacdo de
individuos em diferentes tarefas sdo fendomenos complexos que ocorrem em muitas
sociedades de insetos (Merkle & Middendorf, 2004). Na vida de uma abelha operaria
(Apini, Meliponini, Bombini) ocorrem sucessivas mudancas de tarefas (Michener, 1974)
que podem ser explicadas através do modelo de limiar de resposta individual aos estimulos
de cada tarefa (Bonabeau et al., 1996; 1998). No caso das abelhas, as operarias mais jovens
executam tarefas dentro do ninho, e as abelhas mais velhas tornam-se forrageadoras. Esta
mudan¢a na execu¢do das tarefas de dentro para fora do ninho ¢ a mudanca mais
importante na ontogenia destes organismos (Pankiw & Page, 1999).

Nas abelhas sem ferrdo, como em outros insetos sociais, ndo sdo todos os
individuos da colonia que saem para forragear, entretanto, o numero de individuos que
coletam alimento deve ser o suficiente para acumularem nutrientes para o desenvolvimento
da populacdo do ninho (Jarau & Hrncir, 2009). A explora¢do eficiente das fontes
alimentares ¢ decisiva para a sobrevivéncia das colonias, que buscam equilibrar o fluxo de

entrada de alimento através do ajuste das decisdes individuais e de estratégias ecoldgicas
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relacionadas as condi¢cdes ambientais. Para efetuar esses ajustes, a organizacdo e a
coordenacdo efetiva das operarias sdo indispensaveis (Farber et al., 1999; Daly et al.,
2004; Biesmeijer & Slaa, 2004).

Vérios mecanismos de comunicagdo evoluiram para transferir informagdes entre as
operarias sobre a natureza ¢ o local das fontes de alimento para melhorar a eficiéncia do
forrageio (Nieh, 2004; Barth et al., 2008; Hrncir, 2009; Jarau, 2009). Os sinais quimicos
sdo de grande importancia neste contexto e podem ser transferidos para a colonia pelo odor
do alimento retido no corpo da operaria que retorna ao ninho (Lindauer, 1956; Jarau, 2009;
Reinhard & Srinivasan, 2009). O odor do recurso alimentar age no recrutamento de mais
individuos e na constancia da coleta (Slaa et al., 1998). Mas, antes da abelha sair pela
primeira vez da colonia e encontrar uma fonte de alimento, as futuras forrageadoras
precisam distinguir seu alimento entre tudo o que existe e, que ¢ novo fora do ninho
(Simonds & Plowright, 2004).

A habilidade de perceber odores, cores, forma das flores, manifestada nas abelhas
meliferas, revela caracteristicas do aprendizado associativo descrito também em mamiferos
(Menzel, 1990; 1999; Menzel & Miiller, 1996). Estes estimulos s3o aprendidos quando as
abelhas os experimentam logo antes de entrarem em contato com o alimento (pélen e
néctar), que agem como refor¢o para estes estimulos (Hammer & Menzel, 1995).
Provavelmente, existe uma comunicagdo ciclica entre as abelhas que ja foram forragear e
as operarias que ainda estdo trabalhando no ninho e, neste caso, as informag¢des de odor,
por exemplo, podem ser passadas de uma abelha polinizadora para outra em alguma das
idades em que realizam fungdes dentro da colonia (Dukas & Real, 1993; Gerber €t al.,
1996). Segundo Farina et al. (2006) e Farina & Griiter (2009) as operarias receptoras de

néctar recebem informagdes sobre a fonte de alimento via trofalaxia com as abelhas
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coletoras, e assim estabelecem uma associacdo entre um odor e a possivel fonte de
carboidrato.

Em um contexto natural, as abelhas aprendem e memorizam os locais de interesse,
que sdo essencialmente, o ninho ¢ as fontes de alimento (Menzel et al., 1993; Hammer &
Menzel, 1995; Giurfa, 2007). No caso das fontes de alimento, o aprendizado ¢ a memoria
sdo as bases para o comportamento que gera a constancia floral, que consiste em uma
abelha visitar uma unica espécie de flor, durante o tempo em que esta se apresentar
lucrativa (Frisch, 1967; Dukas & Real, 1993; Chittka et al., 1999). Assim como Apis
mellifera, as abelhas sem ferrdo passam parte de sua trajetoria de vida coletando alimento
para prover a colonia. O inicio e a continuidade deste comportamento etario-dependente
(Robinson, 1992; Wakano et al., 1998; Ben-Shahar et al., 2002) sao influenciados por
fatores genéticos (Robinson & Page, 1989) e fisiologicos baseados nos limiares individuais
de respostas comportamentais a estimulos do ambiente (Robinson, 1987; Blom 1993;
Bonabeau et al., 1996; 1998). Os limiares sao alterados constantemente, de acordo com o
acumulo de experiéncia (Dukas & Real, 1993; Pankiw & Page, 1999; Laloi et al., 2001). A
integracao das informagdes internas, como a memoria do individuo e, externas (odor, cor,
forma, lucratividade e posi¢do relativa das fontes de alimento) dirigem a tarefa de forragear
(Raveret-Richter & Waddington, 1993).

A ativacdo ¢ a modulacdo do comportamento forrageador estdo ligadas a
capacidade que o sentido olfativo dos insetos forrageadores (e.g A. mellifera) tem para
detectar uma vasta gama de odores através dos receptores de estimulos, as antenas ¢ os
tarsos (Farber et al., 1999; Daly et al., 2004). O sistema olfativo das abelhas ¢ de certos
vertebrados € constituido por estruturas homoélogas filogeneticamente, lobo antenal e bulbo
olfativo, respectivamente (Hildebrand & Shepherd, 1997), que sdo responsaveis em

processar as informagdes quimicas do meio externo nos centros superiores do cérebro
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(Martin & Jessell, 1995; Freeman, 1999). Tal homologia nos permite fazer comparagdes e
estender os principios encontrados em uma classe para outra (Davis, 2004).

Nos insetos, estruturas esféricas, os lobos antenais, situadas no deutocérebro,
recebem informagdes sensoriais através dos neurdnios de recep¢ao olfatoria (ORN) que
estdo presentes nas antenas e pecas bucais (Hansson & Anton, 2000). A organizagdo
anatomica e fisioldgica do lobo e os elementos neuronais tém caracteristicas semelhantes
enquanto centro olfatério primdrio em varios organismos no reino animal. Os lobos
antenais dos insetos sdo constituidos por estruturas neuropilares esferoidais, chamados
glomérulos. Em cada glomérulo sdo formados os contatos sinapticos entre os receptores
olfatdrios das antenas que enviam suas proje¢des até o cérebro. Os inter-neurénios € os
neurdnios de projecdo, emitem as informagdes dos lobos antenais para os principais
centros cerebrais, os mushroom bodies/corpora pedunculata e o protocérebro lateral (Abel
et al., 2001). O arranjo e o numero de glomérulos em um lobo antenal sdo especificos para
cada espécie (Arnold et al., 1985; Flanagan & Mercer, 1989; Galizia et al., 1999; Hansson
& Anton, 2000). Cada estimulo olfatério incita um padrio exato espago-temporal de
ativacao glomerular, que pode ser verificado através do uso de técnicas de imagens com
calcio fluorescente, que mede a atividade neural intracelular (Joerges et al., 1997; Galizia
et al., 1999; Galizia & Menzel, 2000) e que ¢ idéntico entre os individuos de mesma
espécie. Sabe-se também, que estimulos olfatdrios similares ativam areas similares do lobo
antenal (Joerges et al., 1997; Guerrieri et al., 2005). Os estudos de neuro-anatomia
funcional, ao nivel do lobo antenal sdo também importantes para descobrir especializagdes
do sistema olfatorio. Por exemplo, glomérulos hipertrofiados (complexo macro-
glomerular) (Sandoz, 2006), onde se processam alguns componentes de feromdnio sexual.

A capacidade de alguns insetos em processar a informacdo de um feromonio especifico ¢
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uma forma de garantir sigilo, por exemplo, sobre a localizagao de uma fonte de alimento
evitando competicao, de encontrar parceiros sexuais, de evitar inimigos naturais.

Embora para alguns, o tema cognicdo animal, ndo seja considerado como o ponto
forte dos insetos devido ao seu comportamento altamente estereotipado, com os circuitos
neurais sob rigoroso controle genético, os insetos sociais, em especial as abelhas,
apresentam um repertorio comportamental diverso, com alto nivel de organizagao social, e
adaptacdes para defender o ninho, forragear, e orientar-se espaco-temporalmente. Tais
atividades estdo evolutivamente relacionadas com a habilidade de aprender e de memorizar
informagdes ambientais (Hammer & Menzel, 1995; Collett & Collett, 2002; Benard et al.,
2006; Giurfa, 2003; 2007). Portanto, este trabalho de tese selecionou o comportamento
forrageador de uma espécie de abelha sem ferrdo, Melipona scutellaris, por este ser um
comportamento complexo que envolve suas estratégias ecoldgicas, capacidades cognitivas

e especializagdo dos mecanismos sensoriais para a "simples" tarefa de achar uma flor.
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Objetivos Gerais

Os parametros determinantes do comportamento forrageador de Melipona
scutellaris (Hymenoptera, Apidae, Meliponini), foram avaliados através de protocolos
experimentais de etologia cognitiva, que salientam a riqueza e a complexa plasticidade
comportamental adaptativa das abelhas sociais. As metodologias e a discussdo dos
resultados propdem uma perspectiva evolutiva sobre a exploragdo eficiente das fontes
alimentares.

O objetivo deste trabalho foi investigar os mecanismos comportamentais e
neurologicos envolvidos na "simples" tarefa que uma abelha sem ferrdo tem para encontrar
uma flor.

Capitulo 1: Aprendizagem e Memodria em Melipona scutellaris (Condicionamento
Cléassico Olfatorio)

Objetivo: Verificar a capacidade cognitiva das abelhas através do condicionamento
classico olfatdrio como influéncia que determina a tomada de decisdo das forrageadoras.
Capitulo 2: Aprendizagem Contextual em Melipona scutellaris

Objetivo: Testar a habilidade das forrageadoras contextualizarem seus sinais quimicos
como sinais atraentes ou repelentes em fontes de alimento artificiais.

Capitulo 3: Estudo Neur o-anatémico do Lobo Antenal de Melipona scutellaris:
Possivel Significancia na Per cepcdo de Feromonios.

Objetivo: Descrigdo neuro-anatomica do lobo antenal (centro primario olfatorio) de
Melipona scutellaris, e a possibilidade de haver uma estrutura especializada na detecgao ¢
processamento de informacdo feromonal, relacionada a comportamentos especificos:

forrageamento e defesa do ninho.
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Material e M étodos Gerais

Dez colonias de Melipona scutellaris (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)
estiveram disponiveis ao longo dos 4 anos de desenvolvimento desta tese (Outubro/2005 —
Outubro/2009). Provenientes do Jardim do Seridd (Rio Grande do Norte) e de Aracaju
(Sergipe) foram mantidas em caixas de madeira com tampa de vidro para as observagoes,
dentro de uma sala experimental no Laboratorio de Ecologia e Zoologia de Invertebrados,
no Departamento de Biologia do Campus de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo.

As abelhas campeiras tinham livre acesso ao ambiente externo por meio de um tubo
plastico que conectava a caixa que abrigava os ninhos, atravessava a parede, e permitia a

saida das abelhas por um orificio (Figura 1).

Sala !
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Figura 1. Representacdo esquematica do livre acesso das abelhas ao ambiente externo.
Laboratério de Ecologia e Zoologia de Invertebrados, no Departamento de Biologia do
Campus de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.
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Para favorecer a manutencdo das colonias, os ninhos receberam suplemento
alimentar: solugdo de dgua e sacarose de cana de acucar a 50% e, massa de pélen multi-
floral.

As coldnias utilizadas nos experimentos contavam com a presenca de rainha
fisogéstrica executando as posturas, estoque de alimento nos potes e constincia na
atividade de forrageamento.

Nos experimentos descritos nos capitulos 1 e 2 as abelhas receberam marcas
individuais de identificacdo no térax feitas com tinta plastica (Acrilex Brasil™), como no
modelo de identificagdo ilustrado na Figura 2 A e B. E, para a realizagdo do estudo neuro-
anatomico algumas amostras de abelhas forrageadoras foram coletadas, fixadas e enviadas
a Université Paul Sabatier — Toulouse III em Toulouse, Franga (descri¢do completa no

capitulo 3).
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Figura 2. (A) Modelo de identificagdo das abelhas. Os circulos rosa representam o torax
das abelhas no eixo de orientagdo rostro-caudal. Os circulos menores em cores variadas
correspondem a numeragdo que identifica as abelhas individualmente, por exemplo, (B) a
abelha de numero 57 recebeu uma marca azul do lado esquerdo superior (representa o
nimero 50) e uma verde no superior direito (representa o nimero 7). As marcas sdo feitas
com tinta plastica e palito de dente sobre o térax das abelhas.



28

Melipona scutellaris

Dentre as mais de 400 espécies de abelhas sem ferro distribuidas pelas zonas
tropicais e neotropicais, esta Melipona scutellaris. Popularmente chamada de urucu
nordestina, ¢ considerada a expoente maxima das abelhas indigenas sem ferrdo por sua
produtividade e populacdo com centenas de individuos, entre 400 — 600 individuos
(Lindauer & Kerr, 1960). Naturalmente, seu ninho ¢ encontrado em ocos de arvores altas
(Kerr et al., 1996) em regides umidas, na faixa litoranea do Nordeste. E uma abelha
robusta capaz de forragear, efetivamente, num raio de cerca de 2 km ao redor do ninho
(Roubik & Aluja, 1983; VanNieuwstadt & Iraheta, 1996; Aratjo et al., 2004). Assim como
outras abelhas da tribo Meliponini sdo visitantes freqlientes e abundantes em copas de
arvores, exercendo papel importante na regeneracdo de florestas tropicais (Ramalho et al.,
1989; 2004; Imperatriz-Fonseca, 1998). Outra caracteristica relevante do género Melipona
como agentes polinizadores ¢ a estratégia eficiente de coleta de pdlen através da vibragdo
das anteras (Buzz pollination) de plantas com anteras poricidas (e.g. Solanacea) (Michener,
1962, 2000; Wille, 1963; Buchmann et al., 1977, Bezerra & Machado, 2003). Para a
manuten¢do de suas colonias populosas e perenes, precisam explorar um amplo espectro de

fontes florais durante todo o ano (Michener, 1979).
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Tabela de Vida (Descrigdo M etodol6gica no Anexo |)

Roselino AC, Hrncir M, Zucchi R. 2006. Tabela de vida e divisdo de trabalho de Melipona scutellaris
(Hymenoptera, Apidae, Meiponini). XXV Encontro Anual de Etologia - Brasilia, DF. p. 127.

O desenvolvimento comportamental de Melipona scutellaris esta diretamente
associado a idade dos individuos e suas capacidades de flexibilizar agdes correspondentes
as necessidades da colonia, gerando em cada individuo a ‘percepcao’ de onde, € o que deve
fazer para a manuten¢ao da coldnia. Através de observagdes da composigdo etaria de uma
colonia de abelhas sem ferrdo podemos levantar dados relevantes sobre a ontogenia dos
individuos que a compdem, a idade que iniciam cada atividade. No caso da atividade de
forragear, saber a idade do individuo ou a média de idade do grupo que realiza a tarefa ¢ de
grande importancia para avaliarmos em que condi¢do do desenvolvimento os individuos
entram em contato com os estimulos exteriores de forma direta e quando se expdem aos
riscos existentes fora do ninho.

Na Tabela 1 podemos identificar que o indice de mortalidade de Melipona
scutellaris foi maior no intervalo de 70 — 75 dias, quando as operarias ja realizavam a
tarefa de forragear. A expectativa média de vida das operarias neste intervalo foi de 8,6%,
ou seja, £ 5 dias, se compararmos com a expectativa do inicio da atividade, no intervalo de
20 — 25 dias, a expectativa média de vida das operarias correspondia a 50%, ou seja, + 35

dias.
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Tabela 1. Tabela de vida de Melipona scutellaris (Hymenoptera, Apidae, Meliponini).

Intervalo de

Idade 1« dx Jx €x
(x = 5 dias)
0-5 109 0 0 70,01
5-10 109 0 0 65,01
10-15 109 0 0 60,01
o 15=200 w9 0 3501
20-25 109 1 0,91 50,05
25-30 108 1 0,95 45,40
30 - 35 107 3 2,80 40,87
2 35-40 104 1 0,96 37,0
§ 40 — 45 103 4 3,88 32,34
$ 45-50 99 0 0 28,62
£ 50-55 99 9 9,09 23,62
o  55-60 90 3 3,33 20,65
E 60 — 65 87 8 9,19 16,31
8 65-70 79 8 10,12 12,55
-§ 70-75 71 27 38,02 8,63

7580 44 6 13,63 7,56

80 — 85 38 19 50,0 3,65

85— 90 19 19 100,0 0,94

Legenda: Ix — numero de individuos vivos em cada intervalo de idade; dx — numero de
individuos mortos em cada intervalo de idade; qx — propor¢ao de individuos mortos em cada
intervalo de idade; ex — expectativa média de vida em cada intervalo de idade. Abaixo da
linha tracejada corresponde ao periodo da atividade de forrageamento.

A média de vida de M. scutéllaris foi 70,02 + 14,97 dias. Se compararmos com a
média de encontrada para outras abelhas, ha uma grande variacdo: Plebeia (Friesella)
schrottkyi Friese: 30,1 dias (Camillo-Atique, 1977), Frieseomelitta languida: 33,3 dias
(Ribeiro, 1989), Melipona bicolor bicolor: 44,0 dias (Bego, 1983), Scaptotrigona postica
em 3 colonias: 26,3; 39,5 e 32,9 dias (Simdes & Bego, 1991), Melipona favosa: 40,0 dias
(Sommeijer, 1984). Giannini (1997) sugere tal variacdo ¢ devida as condi¢des internas da
colonia, as diferentes €pocas em que as observagdes foram feitas e as condigdes
morfologicas e fisiologicas das operarias das diferentes espécies. Grosso & Bego (2002)

encontraram a média de vida de Tetragonisca angustula angustula de 20,9 + 11 dias, para
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estas autoras a variabilidade na média de vida se deve ao fato de que o dinamismo e
flexibilidade das atividades desenvolvidas estd diretamente relacionada a atividade de
forrageamento, idade que ocorre maior mortalidade das operarias, além das condi¢des da
colonia (forte ou fraca) e da sazonalidade.

Considerando que a expectativa de vida de uma abelha ¢ uma caracteristica
importante em seu historico, particularmente, porque existe uma conexao entre sua
estratégia de forrageamento e o fitness de seu tempo de vida. Energeticamente, espera-se
um decréscimo na probabilidade de sobrevivéncia futura como resultado do aumento de
esfor¢o despendido em atividades atuais, sendo entdo uma relevante forca seletiva para a
evolucdo de seu historico de vida caracteristico (Schmid-Hempel & Wolf, 1988). No
exemplo estudado (Tabela 1) observamos que as operarias de Melipona scutellaris,
despenderam a mais do que a metade de seu lifespan na atividade de forragear.

O balango custo-beneficio da atividade de forragear considera aspectos da
economia colonial como o seu tamanho versus a populacdo de campeiras, ¢ também a
morfologia funcional e comportamental das campeiras. Estas caracteristicas suportam
indiretamente a premissa de suas preferéncias florais (Ramalho et al., 2007). A conjungao
de variaveis como as restricdes economicas do forrageio com ponto central fixo e a troca
eficiente de informagdes sobre as fontes florais no interior das colonias deve ser condi¢ao
sine qua non para que a seletividade seja expressa de maneira ativa no nivel colonial
(Ramalho et al., 2007). A redugdo sazonal na oferta das floradas surge como mais um dos
fatores ambientais, especialmente nos ambientes tropicais imidos e com alta diversidade
de flores, como a Mata Atlantica, que influenciam as decisdes econdmicas do
forrageamento, ¢ que podem levar as campeiras a exibirem constancia floral ou
especializacdo temporaria. A fidelidade floral é um comportamento freqiientemente

observado em M. scutellaris (Silva & Schlindwein, 2003). As decisdes individuais durante
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o forrageio aliadas a dindmica de processamento central de informagdes nas colonias t€m
sido usadas para explicar respostas rapidas as variacdes na qualidade relativa das fontes
florais, com a concentragdo da for¢ca de trabalho colonial em floradas mais produtivas
(Seeley, 1995, Hrncir, 2009).

A partir da Tabela de Vida (Tabela 1) conseguimos tragar as Curvas de
Sobrevivéncia (ly) e Mortalidade (dy) (Figura 3). Observamos que as curvas se enquadram
nas curvas caracteristicas das abelhas meliferas ¢ sem ferrdo (Terada et al., 1975; Simdes
& Bego, 1991; Inoue et al., 1996), e estdo diretamente relacionadas com a divisdo de
trabalho da espécie, principalmente com o inicio da atividade de forrageamento (Figura 3).
A curva Iy representa a baixa mortalidade durante a fase inicial da vida, periodo de trabalho
intranidal e, a alta mortalidade quando os individuos desempenham atividades fora do
ninho. A curva dy representa claramente que a partir de 20-25 dias de idade as taxas de
mortalidade comegam a aumentar, diminuindo o indice de sobrevivéncia do grupo das

abelhas marcadas para a observacao.
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Figura 3. Curva de Sobrevivéncia (ly) e Curva de Mortalidade (dx) para Melipona
scutellaris. 1, — namero de individuos vivos em cada intervalo de idade; dx — nimero de
individuos mortos em cada intervalo de idade. A direita da linha tracejada corresponde ao
periodo da atividade de forrageamento.
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Capitulo 1

Aprendizagem e Meméria em Melipona scutellaris

(Condicionamento Cléassico Olfatorio)

1.1. Introducéo

Os insetos sociais (formigas, cupins, algumas vespas e algumas abelhas) sdo
excelentes objetos de estudos neuro-etologicos do ponto de vista teodrico, evolutivo e
ecoldgico. As adaptagdes dos individuos para forragear, defender seu ninho, orientar-se
espaco-temporalmente, e seu alto nivel de organizagdo social, estdo evolutivamente
relacionadas a sua habilidade de aprender rapidamente e com sua capacidade de formar
memoria de longa duracdo (Hammer & Menzel, 1995; Collett & Collett, 2002).

Em 1962, o Nobelista Karl von Frisch afirmou: “O cérebro de um inseto tem o
tamanho de uma semente de grama e ndo foi feito para pensar”. Depois de quatro décadas
e importantes avangos nas pesquisas sobre cogni¢do animal, esta afirmagao foi refeita pelo
pesquisador Martin Giurfa (2005), que disse: “O mini cérebro da abelha, certamente, nao
foi feito para pensar, pelo menos, ndo no sentido que entendemos hoje por pensar, mas
possui ferramentas uteis para o seu desenvolvimento”.

O inesgotavel repertorio comportamental das abelhas ¢ controlado por um
pequenino cérebro de 1mm’, composto por menos de 10° neurdnios. O processo de
evolucdo foi extraordinariamente econdmico e efetivo sobre os mecanismos que controlam
a variedade de comportamentos que estes insetos desenvolveram. A pressao de sele¢do da
cadeia alimentar sobre a evolugdo de estruturas corporais, comportamento instintivo e
mecanismos de aprendizagem ¢ discutido em termos de interagdo corpo-cérebro, predador-

presa, memoria de veneno, de dor, de prazer/satisfacdo. As solucdes fisiologicas e
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comportamentais sao usadas para resolver os problemas de sobrevivéncia (Garcia & Garcia
y Robertson, 1984). Sabemos que a integragdo de diversas informacgdes determina o
comportamento de tomada de decisdo sobre quando, onde e o qué forragear (Biesmeijer &
Slaa, 2004). Uma abelha toma decisdes comportamentais baseadas em informagdes de
fontes variadas, dentre elas: auto-informacdo (preferéncias espontineas e memoria),
ambiente do ninho (estado da colonia e dos outros individuos da colonia), condigdes
climaticas, caracteristicas das flores, e outras fontes de alimento, ou a presenca ou auséncia
de predadores. As abelhas sem ferrdo demonstram preferéncias espontaneas por alguns
parametros para forragear, entre eles, a cor ¢ o odor das flores (Pessotti & Lé Sénéchal,
1981; Bonod et al., 2003; Biesmeijer & Slaa, 2004; Daly et al., 2004; Cook et al., 2005).

A atividade de forrageamento ¢é baseada no processo de condicionamento
associativo, no qual as abelhas associam uma ou mais informagdes provenientes do
ambiente ¢ da fonte de alimento para a coleta de recursos. Entre os estimulos que
encontram nas flores, os odores florais associados ao alimento (néctar) ¢
comprovadamente, o mais eficiente para o reconhecimento das fontes florais (Laloi €t al.,
1999 b; Bonod et al., 2003). Adicionalmente, os efeitos de fatores intrinsecos parecem
contribuir para determinar a constancia floral, via aprendizagem e memoria. O aprendizado
e a memoria sdo cruciais para estabelecer e armazenar relagdes entre estimulos, que sao
fundamentais para originar o comportamento adaptativo (Gerber et al., 1996).

O aprendizado associativo ¢ uma capacidade amplamente distribuida entre os
animais, que consiste em estabelecer uma relagdo contingente entre eventos no ambiente,
para a adaptagdo do comportamento, através de experiéncias individuais relacionadas a tais
eventos (decison making) (Giurfa, 2003; 2007). As principais formas de aprendizado
associativo conhecidas sdo o Condicionamento Classico (Pavlov, 1927) - habilidade dos

animais aprenderem a associar um estimulo neutro (estimulo condicionado - CS) com um
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estimulo biologicamente relevante (estimulo incondicionado - US) e o Condicionamento
Operante (Skinner, 1938) — habilidade em associar o proprio comportamento com um
reforgo (Giurfa, 2007). Desde experimentos de Forel (1910) e Frisch (1914) apud Breed et
al. (1982), técnicas de condicionamento tém obtido sucesso nos estudos sobre fisiologia
sensorial. A capacidade de aprendizagem em abelhas meliferas tem sido amplamente
estudada para verificar as respostas comportamentais ¢ fisioldgicas que sdo geradas através
do processo de aprendizado (Laloi et al., 1999 b; Sandoz et al., 2000; Bonod et al., 2003).

Quando a antena de uma abelha (Apis mellifera) faminta recebe uma informagédo de
odor, e em seqiiéncia, ¢ oferecido a ela solugdo de sacarose, o animal, através de um
reflexo inato, responde estendendo sua probdscide para ingerir a sacarose. Depois de
repetidas apresentagdes, odor-sacarose, através de uma associagdo temporal, a abelha passa
a relacionar o odor ao alimento. O odor na antena, geralmente, ndo exerceria a mesma
reacdo em abelhas que nao foram expostas a estimula¢do odor-sacarose.

O Condicionamento Cléssico (Pavlov, 1927) permite um bom controle dos vetores
do condicionamento e de varidveis fisioldgicas. Nesta operagdo de condicionamento os
animais aprendem que uma dada resposta ¢ seguida pela ocorréncia ou supressdo de um
reforco (Giurfa & Malun, 2004). Tal comportamento ¢ claramente descrito como
aprendizado associativo (Hammer & Menzel, 1998; Laloi et al., 2001; Sandoz & Pham-
Delégue, 2004).

Como pré-requisito, o aprendizado deve deixar mudancgas estruturais ¢ funcionais
no cérebro. A progressdo de diferentes fases de excitacdo das estruturas sensoriais ¢ uma
caracteristica da formacdo da memoria (Farber et al., 1999). Ha evidéncias, de que
invertebrados e mamiferos apresentam distintos mecanismos moleculares que contribuem
para o processo multifasico de formagdo da memoria, mas pouco se sabe sobre a

bioquimica que permeia a indugdo e a manutencao das diferentes fases da memoria e, quais
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sd0 0s sinais que contribuem para os distintos aspectos do aprendizado (Miiller, 2002). Os
sinais que geram a ativacgao nervosa, e que desencadeiam uma série de reagcdes quimicas no
cérebro das abelhas, levam a determinados comportamentos relacionados a expressao de
aprendizado e memoria (Hildebrandt & Miiller, 1995; Miiller, 1997).

Trabalhos sobre como as abelhas meliferas aprendem a detectar e discriminar fontes de
alimentos através de informagdes de odor sugere que estes organismos sao capazes de aprender
um odor ou uma composi¢do de odores e associd-los ao recurso alimentar de forma
condicionada, registrando em sua memoria onde buscar comida (Slaa et al., 2003). Podem
também identificar odores especificos em compostos volateis, percebendo variagdes na
concentrac¢do do estimulo, no comprimento e a forma da cadeia de carbono que o compoe e até
mesmo a mudanga no grupo funcional que distingue uma substancia em um dado composto
(Hosler & Smith, 2000; Wright & Smith, 2004). As abelhas nao s6 respondem ao aprendizado
de estimulo em concentragdes, dire¢oes ¢ distancias diferentes (Jarau et al. 2000), mas se
sensibilizam também pela quantidade de vezes em que é exposta a tal estimulo (Miiller et al.,
2000; Pankiw et al., 2003). A resposta ao aprendizado, reflexo de extensdo da proboscide,
varia em épocas diferentes. Scheiner et al., (2004) sugere que esta variagdo pode ser em fungéo
do gendtipo, idade do individuo, sua casta, seu desempenho para o aprendizado olfativo e as
condigOes ambientais (veja também: Bhagavan et al., 1994; Pankiw & Page, 1999; Laloi et al.,
1999 a; 2001, Pankiw et al., 2003).

Considerando o que foi exposto, ¢ ecologicamente relevante o teste de etologia
cognitiva de insetos em laboratorio, para revelar a variagdo das habilidades de aprendizado
e memoria. Contudo, este capitulo tem o objetivo de verificar se as operarias forrageadoras
de uma espécie de abelha sem ferrdo, Melipona scutellaris, apos terem sido condicionadas
a um estimulo de odor, sdo capazes de demonstrar o aprendizado e se utilizam tal

informagdo para a Tomada de Decisdao durante teste de escolha por uma fonte de alimento.
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1.2. Material e M étodos

1.2.1. Equipamentos

1.2.1.1. Liberador de odores (Insight™): equipamento eletrénico que opera liberando um
fluxo de ar inodoro ou com odor. Este equipamento tem um crondmetro ajustdvel com
display digital, 2 bombas de ar (Big Air A420") e 2 ductos de passagem de ar. Através de
um deles, o fluxo de ar ¢ liberado sem a presenca de cheiro e, através do outro, libera ar
com odor. Neste ducto hd um compartimento antes da saida do ar, onde se coloca um papel

filtro com a solug¢do de odor (Figura 1.1).

Figura 1.1. Liberador de odores (Insight™). Equipamento que libera o fluxo de ar utilizado
como carreador de odor durante o condicionamento cldssico olfatério. (A) Crondmetro
ajustavel, com display digital; (B) 2 bombas de ar (internas) (Big Air A420%) e 2 ductos de
passagem de ar; (C) compartimento onde se coloca um papel filtro com a solugdo de odor.
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1.2.1.2 Exaustor: construido a partir de um aquario de vidro, um cooler de computador (8
cm de didmetro) e tubos de PVC®. Instalado do lado oposto ao fluxo de ar (Figura 1.2 C),
serviu para que o ambiente experimental ndo ficasse saturado pelo odor empregado durante
o condicionamento. Através do cooler o ar ¢ sugado e direcionado para o ambiente externo

a sala de experimento pela tubula¢io da PVC™.

Figura 1.2. Ambiente experimental (Setup) composto por (A) Liberador de odor, com os
ductos de saida de ar e compartimento para filtro com odor, (B) base para posicionar a
abelha e, (C) exaustor para garantir a ndo saturacdo do ar.

1.2.1.3. Caixa de Teste (Insight™) para realizacdo do Teste de Tomada de Decisdo (Figura
1.3). Constituida por uma caixa de acrilico branco, com tampa de acrilico transparente.
Dimensdes: 60 cm de comprimento x 50 cm de largura x 25 cm de altura. Esta caixa teve
como objetivo criar um ambiente relativamente complexo, onde uma abelha de cada vez,
deveria escolher 1 entre 3 alimentadores (Figura 1.4), de acordo com a informacao de odor

que hipoteticamente sera aprendida durante o condicionamento.
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Figura 1.3. Caixa de Teste para realizagdo do Teste de Tomada de Decisdo. Caixa de
acrilico branco, com tampa de acrilico transparente. Dimensdes: 60 cm de comprimento x
50 cm de largura x 25 cm de altura. (A) Linalool e US = CS'+, (B) US e, (C) Geraniol e
US =CS®+.

1.2.1.4. Alimentadores de acrilico usados dentro da Caixa de Teste para Teste de Tomada
de Decisdo. Dimensodes: 3,0 x 3,0 x 0,5 cm3, sendo que o orificio central, onde se coloca a

solucdo de sacarose, mede 0,5 cm de diametro e 0,3 cm profundidade (Figura 1.4).

Figura 1.4. Modelo de alimentador de acrilico usado dentro da Caixa de Teste para Teste
de Tomada de Decisdo. Dimensdes: 3,0 x 3,0 x 0,5 cm’, com um orificio central, onde se
coloca a solugdo de sacarose de 0,5 cm de didmetro e 0,3 cm de profundidade.
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1.2.1.5. Odores (Estimulo Condicionado - CS): Linalool (Lnl) >95% - Fluka® (CoH;s0),
tratado por CS'. Geraniol (Grl) 98% - Aldrich® (C1,H;50), tratado por CSE. Os odores

foram utilizados em solu¢do de alcool absoluto e o odor, na proporc¢ao de 2:1 (ul).

1.2.1.6. Papel filtro (3,0 x 1,0 cm).

1.2.1.7. Solugdo de 4gua e sacarose 55% w/w (Estimulo Incondicionado — US): Sacarose
(99,5% - C12H2,01; - Sigma®), tratado por +. Quando as abelhas forem estimuladas somente
com o odor, ou seja, a auséncia de refor¢o no condicionamento, a notacao serd o simbolo de

menos (-).

1.2.2. Coleta e Preparacao das Abelhas

No periodo de maio a setembro de 2007, operarias forrageadoras foram coletadas
com rede entomologica em frente a trés colonias diferentes, durante voo de saida para o
campo. Cada uma das forrageadoras coletadas recebeu uma identificagao (Figura 2). Sem
receber qualquer tratamento para diminui¢do da atividade (resfriamento com gelo ou
anestesia com CQO;), foram contidas com fita adesiva em um suporte de metal, onde
permaneceram por lhora em temperatura ambiente, sem receber alimento. As antenas e
pecas bucais podiam se movimentar livremente (Figura 1.5) (Shafir et al., 1999). As
abelhas contidas desta maneira foram usadas tanto no Pré-teste (1.2.3), quanto no

Condicionamento Cléssico Olfatorio (1.2.6).
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Figura 1.5. Operaria de Melipona scutellaris contida em suporte de metal com fita
adesiva. As antenas e pecas bucais permanecem livres para realizagdo de Condicionamento
Classico Olfatorio através do Reflexo de Extensao da Proboscide (PER).

1.2.3. Pré-teste

O teste de Reflexo de Extensao da Proboscide a varias concentragdes de sacarose foi
realizado em 101 abelhas forrageadoras, para identificar a partir de qual concentracao de
sacarose as abelhas passam a responder com a mesma intensidade. Foram preparadas
solugoes de 5%, 15%, 25%, 35%, 45%, 55%, 65%. A oferta de sacarose foi feita em
seqliéncia ascendente de concentragdo e, consistiu em tocar uma das antenas, ora a direita
ora a esquerda, com um palito de dente embebido na solugdo. Para cada concentragdo foi
utilizado um unico palito, assim nao houve risco de misturar as concentragdes durante os
testes. Agua foi oferecida entre as apresentacdes das solugdes de sacarose. A resposta de
extensdo da probdscide a dgua serviu como controle sobre o potencial efeito das repetidas
estimulagdes de sacarose que poderiam levar a sensibilizacdo ou habituagdo das respostas

subseqiientes (Page et al., 1998).
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1.2.4. Teste de Inclusdo de Abelhas no Grupo Experimental - Reflexo de Extensdo da
Proboscide (PER)

As abelhas devidamente preparadas (1.2.2) passaram pelo teste de Reflexo de
Extensdo da Proboscide para serem incluidas nos grupos experimentais: CS' +, CS® +, CS' -,
CS® -. Os individuos deveriam responder estendendo a probdscide imediatamente ao toque
na antena com um palito de madeira embebido em solu¢do de sacarose 55%. As abelhas que

ndo responderam a este teste foram descartadas. Nao foi permitida a ingestao de sacarose.

1.2.5. Posicionamento das Abelhas no Ambiente Experimental

Com o exaustor funcionando, uma abelha foi posicionada no setup com a saida do
fluxo de ar a 4 cm de distancia da cabega, na altura das antenas. Um fluxo de ar inodoro era
liberado por 45 segundos, para assegurar que as abelhas ndo seriam condicionadas pelo
estimulo mecanico (ar). Imediatamente apds o término do fluxo de ar inodoro iniciava a

primeira trilha do condicionamento. As abelhas foram condicionadas uma a uma.

1.2.6. Condicionamento Classico Olfatério: Reflexo de Extensdo da Probéscide — PER
(CS+)

Para cada abelha uma tira de papel filtro, colocada no compartimento de odor, foi
embebida em 10 pl da solugdo de odor (Figura 1.1 C). Foram apresentadas 5 trilhas de CS
(CS' ou CS?) seguido de US (+) para cada grupo referente ao tipo de odor, ou seja, 5 x CS'
+ para o grupo condicionado ao Linalool (N = 70) e, 5 x CS® + para o grupo condicionado
ao Geraniol (N = 70). A Figura 1.6 descreve como se desenvolveu o procedimento

experimental. A Figura 1.6 A indica a linha de tempo que ocorre o condicionamento
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completo. Cada losango preto sobre a linha do tempo (Figura 1.6 A) se refere a uma trilha
do condicionamento (Figura 1.6 B). Em cada uma das trilhas houve 6 segundos de
exposicdo do fluxo de ar com odor. Os 3 segundos iniciais as abelhas eram expostas
somente ao fluxo de ar com odor, e durante os 3 segundos finais somente a apresentagao de
US, através de um toque na antena com um palito de dente. Nestes mesmos 3 segundos, foi
permitido as abelhas beber uma gota de US para consolidar a relagcdo odor-reforco (CS+).

Entre cada trilha havia um intervalo de 3 minutos.

O B o S L

Modificade de Muller. 2002

BR BB C WM

Sacarose (US)

Tempo (s) » Tempo (s)
0 3 6 0 3 6

Figura 1.6. Descrigao do protocolo temporal do Condicionamento Classico Olfatorio. (A)
indica a linha de tempo que ocorre o condicionamento completo. Cada losango preto sobre
a linha do tempo indica uma trilha do condicionamento (B). Os tridngulos sobre a linha se
referem ao Teste de Memoria de Curto Prazo em 1° ¢ 6°(C).
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1.2.7. Condicionamento Classico Olfatério: Reflexo de Extensdo da Probéscide — PER
(CS)

O protocolo experimental descrito foi repetido na auséncia de US (Figura 1.6 C), ou
seja, a cada trilha de condicionamento as abelhas somente foram expostas ao estimulo
condicionado por 6 segundos (CS', N = 30 ou CS% N = 30). Apés a apresentacio das
trilhas, as abelhas foram submetidas ao Teste de Memoria a Curto Prazo (1.2.8) e ao Teste

de Escolha do Alimentador (1.2.9).

1.2.8. Testede Memodria de Curto Prazo

Com o objetivo de verificar o estabelecimento de Memoria de Curto Prazo (relagdo
odor — alimento) foi realizado o Teste de Memoria apos 1 minuto e 6 minutos do término do
condicionamento (Figura 1.6 A e C). Este teste consistiu na observagdo da resposta de
extensdo da proboscide para o estimulo condicionado, CS' para o grupo condicionado ao

Linalool e CS® para o grupo condicionado ao Geraniol.

1.2.9. Testede Escolha do Alimentador: Tomada de Decisao

Uma hora depois do Teste de Memoria de Curto Prazo, as abelhas foram retiradas
dos suportes de metal e introduzidas, uma a uma, na Caixa de Teste (Figura 1.6 D), onde
havia trés alimentadores dispostos do lado oposto ao orificio de entrada das abelhas (Figura
1.3). (A) o 1° alimentador (a esquerda do observador) continha 5ul de US e papel filtro
embebido em 10 pl de solugio (CSY), (B) o 2° alimentador (entre o 1° ¢ o 3°) continha 5 pl
de US e, (C) o 3°alimentador (a direita do observador), 5 ul de US e papel filtro embebido

em 10 ul de solugdo (CS®). Neste teste a abelha deveria se dirigir ao alimentador que
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apresentava o odor correspondente ao usado no condicionamento. Foi registrada apenas a

primeira escolha.

1.2.10. Grupo Controle

Um grupo composto por 65 abelhas coletadas com rede entomolédgica em frente a
saida das colonias, e mantidas 1 hora sem alimento, dentro de placas de Petri. Foram
introduzidas, uma a uma, na Caixa de Teste (Figura 1.3), como no Teste de Escolha do
Alimentador - Tomada de Decisdo (1.2.9). Estas abelhas deveriam escolher
espontaneamente 1 entre 3 alimentadores com estimulos diferentes, sem terem passado
pelo Condicionamento Cléassico Olfatorio (abelhas inexperientes). No alimentador (A)
havia filtro embebido em solu¢do CS' e US, no alimentador (B) havia somente US e, no

alimentador (C), filtro embebido em CS® e US.

1.2.11. Andlise Estatistica

1.2.11.1. Teste de Escolha do Alimentador
Comparagao entre as propor¢des das escolhas das abelhas entre 3 alimentadores para cada

um dos grupos: Qui-quadrado, P < 0,05.

1.2.11.2. Grupo Controle
Comparagdo entre as propor¢des das escolhas espontaneas entre os 3 alimentadores: Qui-

quadrado, P < 0,05.
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1.3. Resultados

1.3.1. Préteste

A figura 1.7 indica que a partir da solug¢do 55% de sacarose, 100% das abelhas (N =
101) responderam a solucdo de sacarose através do Reflexo de Extensdo da Proboscide. A
partir deste resultado determinamos para este trabalho que durante o Condicionamento

Classico Olfatorio de Melipona scutellaris seria utilizado solugdo de sacarose a 55%.
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Figura 1.7. Reflexo de Extensdo da Proboscide a diferentes concentragdes de solucdo de
sacarose (5%, 15%, 25%, 35%, 45%, 55%, 65%). O controle (Ct) foi realizado com a
apresentacao de 4gua entre as apresentacdes de sacarose. (N = 101).

1.3.2. Teste de Inclusdo de Abelhas no Grupo Experimental

No maximo 8% das abelhas de cada grupo ndo responderam adequadamente.
Portanto, 6 abelhas em cada grupo. Cada grupo foi designado por CS'+ (N = 70), CS¢ +

(N =70), Gec (N =65),CS'- (N =30), CS? - (N =30).
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1.3.3. Condicionamento Cléassico Olfatério (CS+)

Nenhuma abelha demonstrou aquisicdo durante a fase de condicionamento como o
esperado (Figura 1.8), ou seja, nenhuma abelha foi capaz de estender a proboscide durante
os 3 primeiros segundos de exposi¢do ao odor (CS', N = 70 ¢ CS& N = 70). A Figura 1.9
representa a porcentagem das abelhas que responderam ao estimulo incondicionado (+), nos

3 segundos finais da apresentacdo do odor (CS'+ e CSE+).
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Figura 1.8. Condicionamento Classico Olfatdrio. Porcentagem de respostas a CS durante
os 3 primeiros segundos da apresentagdo de odor durante cada trilha do condicionamento
(%PER). Nenhuma abelha demonstrou aquisicdo para os dois odores. Linalool - cs'
(circulo vazado, N = 70) e Geraniol - CS® (tridngulo preenchido, N = 70).
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Figura 1.9. Condicionamento Classico Olfatorio. Porcentagem de abelhas que
responderam a solugdo de sacarose nos 3 segundos finais da apresentacdo do estimulo de
odor (%UR). Linalool - CS' + (circulo vazado, N = 70) e Geraniol - CS® + (tridngulo
preenchido, N = 70).

1.3.4. Testede Memdéria de Curto Prazo (CS+)

Mesmo que as abelhas ndo tenham demonstrado aquisicdo, o método descrito na
secdo anterior foi realizado integralmente. Sendo assim, ap6s 1 e 6 minutos do final das 5
trilhas de condicionamento, as abelhas passaram por um teste para verificar se havia sido
formada memoéria de curto prazo. Durante a liberagdo de odor ndo pareado ao reforgo (CS/,
CS®) menos de 20% das abelhas responderam com a extensdo da proboscide em diregéo ao
odor (Figura 1.10). Ressalta-se que a maior porcentagem de resposta foi para o estimulo

Linalool.
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Figura 1.10. Teste de Memoria de Curto Prazo. Porcentagem de abelhas que responderam
com o relfexo de extensio da proboscide para o estimulo de odor. Linalool - CS'+ (circulo,
N = 70) e Geraniol - CS® + (tridngulo, N = 70).

1.3.5. Teste de Escolha do Alimentador (Tomada de Decisdo) (CS+)

1.3.5.1. Tomada de Deciséo: Grupo Controle

A Figura 1.11 A. ilustra que as abelhas inexperientes (Grupo controle, N = 65)
frente aos 3 alimentadores ndo fizeram distin¢do entre os diferentes estimulos, Qui-
quadrado: X* = 0,03 (P > 0,05). O resultado demonstra que nenhum dos estimulos foi
preponderante sobre os demais, sugerindo que o condicionamento olfatorio, se efetivo,
poderd dirigir a tomada de decisdo sobre qual alimentador em particular as abelhas

coletardo o recurso alimentar.
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1.3.5.2. Tomada de Decisdo: Grupo de abelhas condicionadas

Uma hora depois do ultimo teste de memoria de curto prazo (6°), as abelhas foram
introduzidas na caixa de teste, uma a uma, para escolherem 1 entre 3 alimentadores
disponiveis. O resultado indica que as abelhas ndo escolheram por um dos alimentadores
aleatoriamente.

A Figura 1.11 B. retrata que as abelhas se dirigiram para o alimentador que continha
o papel filtro embebido na solu¢do de Linalool, a mesma exposta no condicionamento.
Quando comparamos os grupos, encontramos diferenca, Qui-quadrado: X* = 7,65 (P <
0,05). No grupo de abelhas que foram condicionadas com Geraniol (Figura 1.13 C),
também encontramos diferenca entre os grupos, Qui-quadrado: X* = 13,57 (P < 0,05). No
primeiro caso (Figura 1.11 B) nota-se a tendéncia maior na escolha pelo alimentador que
apresentava o Linalool. No segundo caso (Figura 1.11 C), a diferenga apresentada pelas
barras cinza ndo ¢ acentuada, mas em relagdo ao Linalool, podemos ver com clareza que
este alimentador foi 0 menos visitado. Em ambos os condicionamentos, o odor ndo exposto
no condicionamento recebeu a menor porcentagem de escolha, 22,8% Geraniol (Figura 1.11

B) e 14,2% Linalool (Figura 1.11 C).
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Figura 1.11. Teste de Escolha do Alimentador (Tomada de Decisdo). (A) Grupo controle
(N = 65): escolha espontdnea de abelhas forrageadoras inexperientes por 1 entre 3
alimentadores disponiveis na caixa de teste. (B) Grupo condicionado por Linalool (N =
70): = 50% das abelhas se dirigiram para o alimentador que continha papel filtro embebido
em solugdo de Linalool (Qui-quadrado: X* = 7,65 (P < 0,05). (C) Grupo condicionado por
Geraniol (N = 70): 50% das abelhas se dirigiram para o alimentador que continha papel
filtro embebido em solugdo de Geraniol (Qui-quadrado: X* = 13,57 (P < 0,05). L =
Linalool, G = Geraniol, S = Sacarose.

1.3.6. Condicionamento Classico Olfatério (CS-)

Nenhuma abelha (CS1 -, N = 30; CS® -, N = 30) que passou pelo condicionamento
CS- respondeu com a extensdo da proboscide ao estimulo condicionado a que foi exposta
por 6 segundos (Figura 1.12). Durante o teste de memoria de curto prazo o mesmo resultado
se repetiu. Neste procedimento a falta de US (+) enfraqueceu as abelhas e algumas
morreram antes do inicio do teste de tomada de decisdo e, entdo foram descartadas das
analises, por esta razdo o tamanho da amostra no teste de tomada de decisdo para o grupo

CS- (N =30) ¢ menor que o grupo CS+ (N =70).
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Figura 1.12. Condicionamento Classico Olfatorio (CS-). Porcentagem de respostas a CS
durante 6 segundos de apresentacdo de odor durante cada trilha do condicionamento
(%PER). Nenhuma abelha reagiu com a extensdo da proboscide para o Linalool CS' -
(circulo vazado, N = 30) e para o Geraniol CS® - (tridngulo preenchido, N = 30).

1.3.7. Teste de Escolha do Alimentador (Tomada de Decisdo) (CS)

Considerando a sensibilizagdo pelo odor, assim como as abelhas que passaram pelo
condicionamento e receberam o refor¢o (+), as abelhas que somente receberam o estimulo
condicionado (CS) também poderiam utilizar a informac¢do de odor para dirigir suas
escolhas pelos alimentadores dentro da caixa de teste. As barras pretas na Figura 1.13 A.
correspondem as escolhas feitas pelas abelhas que foram estimuladas por Linalool, Qui-

quadrado: X*

= 9,8 (P < 0,05), porém, a maior quantidade de abelhas optou pelo
alimentador somente com sacarose. Para o grupo de abelhas que foram estimuladas por

Geraniol as escolhas nio foram diferentes, Qui-quadrado: X* = 5.4 (P > 0,05).
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Figura 1.13. Teste de Escolha do Alimentador (Tomada de Decisdo). Teste realizado com
abelhas que passaram pelo condicionamento sem reforgo, CS-. (A) Linalool (N = 30): Qui-
quadrado, X* = 9,8 (P < 0,05). (B) Geraniol (N = 30): X*>= 5,4 (P > 0,05). L = Linalool, G
= Geraniol, S = Sacarose.
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1.4. Discussao

A avaliagdo da concentragdo de sacarose pelas forrageadoras conduz as decisdes
sobre a exploracdo de determinada fonte e o recrutamento de mais individuos para um
local. O somatorio das habilidades sobre a avaliagdo da concentracdo de sacarose altera os
limiares de respostas individuais e interfere na alocacdo de forrageadoras entre diferentes
fontes disponiveis e as decisdes sobre a quantidade de ingestdo que sera realizada
(Scheiner et al., 2004). O limiar de reposta de um individuo pode ser mensurado através do
reflexo de extensdo da proboscide, considerando a menor concentragdo de sacarose que
elicita o reflexo (Kunze, 1933; Marshall, 1935) ou a menor concentragdo de sacarose que
uma abelha ¢ capaz de distinguir a solugdo de sacarose da agua (Page et al., 1998). Para
um grupo, o limiar de resposta deve ser estatisticamente significativo quando comparado a
reposta do grupo a agua. Entdo, a partir do limiar de resposta, o individuo ou o grupo
geralmente passa a responder através da extensdo da probdscide para todas as
concentragoes de sacarose mais altas (Page et al., 1998). Considerando estas informagoes,
o Pré-teste (1.3.1) foi realizado para identificar a concentragdo de sacarose que 100% dos
individuos testados responderiam com a extensdo da proboscide (Figura 1.7), assim
garantimos que nao seria a falta de motivagao relacionada ao refor¢o, um viés fisiologico
que afetaria negativamente o aprendizado das abelhas.

Durante a primeira fase da aprendizagem, a resposta das abelhas (PER) ao odor
(CS) em cada trilha do condicionamento foi registrada, como uma medida continua da
aquisi¢ao (Hosler & Smith, 2000), que ¢ a resposta comportamental ao estimulo que prediz
o alimento/reforco. Nenhum grupo (CS' +, CS% +, CS' -, CS® -) demonstrou aquisi¢do
(Figura 1.8 e 1.12). Mas a quantificagcdo da resposta (PER) a US também foi realizada e,

entdo obtivemos curvas que se assemelham as curvas tipicas de aprendizado (Figura 1.9).
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Esse resultado ¢ importante como controle da reagdo a presenca do estimulo
incondicionado (motivagdo), que esta relacionada com a formagdo de diferentes fases da
memoria: curto, médio e longo prazo (Dacher et al., 2005).

No teste de memoria de curto prazo, algumas abelhas responderam principalmente
para a exposi¢do ao Linalool (Figura 1.10), o mais intrigante ¢ o fato de que essas abelhas
que responderam ao teste, responderam ou a primeira exposi¢ao (I minuto) ou a segunda
exposicdo (6 minutos) e, apenas 3 individuos responderam aos dois tempos de exposi¢ao
do estimulo (Linalool). Possivelmente, o baixo indice de respostas durante o teste de
memoria de curto prazo ¢ conseqiiéncia da auséncia de aquisicdo. Algumas hipoteses
podem ser sugeridas para este resultado. Menzel et al. (2001) sugere: a aquisigdo de
informagdo olfatoria através do reflexo de extensdo da probodscide ¢ dependente de
variaveis como o tipo de estimulo condicionado (odor), a intensidade do estimulo
incondicionado (quantidade e concentracdo da solugdo de sacarose recebida durante o
condicionamento), o numero de trilhas e o intervalo entre elas. Esta tltima variavel ¢é
considerada como fator dominante para a aquisicdo e reten¢do. Geralmente, o
condicionamento massal (seqiiéncia rapida de apresentacdes de CS seguido por US)
conduz a uma performance deficiente da memoria em relagdo ao condicionamento
espacado (apresentagdo das trilhas com intervalos de tempo). Quanto maior o intervalo,
melhor a aquisi¢ao e mais alta a retengao (Apis mellifera).

Contudo, em outros trabalhos que propuseram protocolos de condicionamento
olfatorio parecidos ao utilizado no presente estudo, as abelhas sem ferrdo testadas
apresentam respostas muito baixas (McCabe et al., 2007) ou somente conseguiram
deflagrar o reflexo de extensdo com a apresentacdo de mel da propria espécie (Melipona

scutellaris) para a realizagdo do condicionamento, também sem aquisi¢do com a utilizagdo
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dos seguintes estimulos condicionados: geraniol, citral, hexanal, céra de colonia de abelha
melifera e de M. scutellaris (Abramson €t al., 1999).

No inicio de execugdo desta tese, varios protocolos para o condicionamento
olfatorio foram testados. O descrito na secdo material e método deste capitulo foi aquele no
qual as abelhas se mantiveram ativas/motivadas durante todo o experimento, desde a coleta
do individuo até o final do teste de tomada de decisdo, com exce¢do das abelhas que
morreram no condicionamento CS-. Nos demais, ou as abelhas morriam durante o
condicionamento ou dentro da caixa de teste para tomada de decisdo. Neste outros
protocolos foram consideradas as variaveis como o tempo de exposi¢cdo do odor (10 e 15
segundos), tempo de intervalo entre as trilhas (10 e 15 minutos) e o numero de trilhas (até
15 trilhas). Em nenhum destes protocolos foi verificado resposta das abelhas que
sinalizasse aquisicao.

Depois do frustrante resultado, o teste de tomada de decisdo surpreendentemente,
demonstrou que as abelhas que receberam refor¢co nas trilhas do condicionamento
escolheram o mesmo odor no alimentador dentro da caixa de teste, a diferenca ¢ notavel
quando comparamos as escolhas das abelhas que ndo passaram pelo condicionamento.
Provavelmente, o estimulo olfatorio do condicionamento foi determinante para
preponderancia da escolha pelo alimentador que apresentava o mesmo odor (Figura 1.11).
Entretanto, as respostas no teste de tomada de decisdo do grupo de abelhas que passaram
pelo condicionamento sem o reforgo, somente encontramos diferenca nas escolhas das
abelhas do grupo que foram estimuladas pelo Linalool. Notamos certa modulagdo da
tomada de decisdo apés a fase de condicionamento CS+ e CS-. Esta alteragdo do
comportamento de decisdo nos conduz a discustir e reavaliar alguns pontos. A
metodologia, enquanto delineamento experimental (tempo, hora do dia, preparacdo das

abelhas), o tipo de estimulo (odor, cor, padroes geométricos, vibragdo), o momento de
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apresentacao do estimulo em relagao ao reforco, a concentragao e a quantidade de reforco,
e, finalmente como realizar o teste de tomada de decisdo. No presente experimento, uma
caixa foi usada para verificar a decisao das abelhas em relagdo aos alimentadores com
papel filtro embebidos em solucdo de odor (Figura 1.3). Assim os odores se dispersavam
pela caixa e isso pode ter gerado um ambiente complexo de tal maneira que as escolhas
pelo alimentador somente com sacarose tenha sido feita com a utilizagdo do odor que se
volatilizou mais intensamente dentro da caixa. Uma alternativa seria a utilizagdo de um Y-
maze, no qual as escolhas certamente teriam sido dirigidas pelo odor apresentado no
condicionamento.

Finalmente, este capitulo considera a habilidade das operarias de M. scutellaris de
utilizar informacao olfatéria como um dos vetores que dirige a tarefa de forragear, porém,
muito ainda deve ser elaborado e testado em relagdo ao protocolo experimental (PER) para
ser utilizado nas abelhas sem ferrdo, ou até mesmo, estabelecer um novo protocolo

especifico.
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1.5. Conclusdes

e As operarias de Melipona scutellaris nao apresentaram aquisi¢do durante o
condicionamento classico olfatdrio desenvolvido através do protocolo experimental

de reflexo de extensdo da probdscide estabelecido para Apis mellifera.

e A informacdo de odor apresentada como estimulo condicionado durante o
condicionamento modulou a resposta das abelhas durante a tomada de decisdo na

fase de teste.
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Capitulo 2

Aprendizagem Contextual em Melipona scutellaris

Roselino AC, Hrncir M, Zucchi R. 2007. Stingless bees (Melipona scutellaris) learn to associate their
"footprints' with depleted food sources. Insectes sociaux 2007 - Collogue Section Frangaise UIEIS* -
Toulouse - Franga * Secdo francesa do |USSI, p. 75.

Rodrigues AV, Roselino AC, Hrncir M. 2008. Stingless bees (Melipona scutellaris) learn to associate
their “footprints’ with rewar ding food sour ces. Ribeirao Preto, SP, Brazil: AnaisVII1° Encontro sobre
Abelhas, p. 546.

Hrncir M, Rosdlino AC, Rodrigues AV, Zucchi R. 2009. Stingless bee footprints at food sources -
repellents, attractants or both? In: 46th Annual Meeting of the Animal behavior Society, 2009,
Pirindpolis. 46th Annual Meeting of the Animal Behavior Society, 2009. v. 46. p. 90-91.

2.1. Introducéo

Questdes sobre o valor adaptativo do comportamento forrageador permanecem
relativamente inexploradas. Pouco foi esclarecido sobre a contribuicdo das estratégias de
forrageamento para o fitness dos animais em contexto natural (Raine & Chittka, 2009).
Porém, os estudos sobre este comportamento revelam perguntas relacionadas diretamente
com as decisdes tomadas pelos individuos, sdo elas: quais os tipos de alimentos que serao
consumidos (Pyke et al., 1977; Waddington & Holden, 1979; Stephens & Krebs, 1986),
quando abandonar determinada fonte (Kacelnik & Krebs, 1985; Cuthill et al., 1990), como
a variedade de alimento disponivel afeta as escolhas (Real, 1981; Shafir et al., 1999; Fiilop
& Menzel, 2000; Chittka, 2002) e, finalmente, qual a “moeda” que os animais usam
quando decidem sobre a qualidade do alimento (Schmid-Hempel et al., 1985; McNamara
et al., 1993). Provavelmente, o real valor das estratégias de forrageamento seja afetado por

aspectos variados do comportamento animal, como por exemplo, o aprendizado ou as
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modifica¢des adaptativas do comportamento baseada na experiéncia (Raine & Chittka,
2009). Experimentos em laboratorio sugerem que a capacidade de aprender de alguns
insetos gera beneficios para o fitness, pois estes animais sdo capazes de formarem
associagdo entre pistas ambientais (odor, cor e localiza¢do) e o recurso alimentar, porém
ainda ndo se sabe ao certo, em condi¢des naturais o custo do aprendizado para estes
animais (Mery & Kawecki, 2004; 2005). Uma vez fora do ninho, uma abelha forrageia em
um ambiente complexo e dindmico que apresenta flores que diferem em qualidade e
quantidade de recurso ao longo do tempo (Willmer & Stone, 2004). Este individuo deve
estimar estas diferengas e responder com um comportamento adequado (Chittka, 1998;
Menzel, 2001; Raine & Chittka, 2007; 2008). O rapido aprendizado das pistas florais
parece permitir as abelhas se atualizarem sobre as alteracdes de oferta dos recursos,
aperfeicoando a eficiéncia do forrageamento através da escolha por flores que sao
aparentemente mais lucrativas (Raine et al., 2006).

No caso das abelhas sociais, sabemos que marcas de odor deixadas no ambiente por
co-especificas e hetero-especificas podem influenciar nas decisdes individuais das
forrageadoras na busca por alimento e parecem aumentar a eficiéncia de forrageamento do
individuo (Wetherwax, 1986; Kato, 1988; Schmitt & Bertsch, 1990; Giurfa & Nuiiez,
1992; Nich et al., 2004).

A estratégia de deixar marcas quimicas sobre fontes de alimento é um fenémeno
comum e bastante estudado em abelhas sociais, Apis mellifera e Bombus sp (abelhas
meliferas: Nufiez, 1967; Ferguson & Free, 1979; Free & Williams, 1983; Corbet €t al.,
1984; Giurfa & Nuiiez, 1992; Giurfa, 1993; Williams, 1998; Bombus sp: Cameron, 1981;
Schmitt & Bertsch, 1990; Goulson et al., 1998; Stout €t al., 1998; Stout & Goulson, 2001;
Witjes & Eltz, 2007; Wilms & Eltz, 2008). O tempo gasto com flores ndo rentaveis ¢

reduzido na medida em que aumenta a procura objetiva por flores rentaveis. Considerando
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este balango, as marcas de odor podem representar um contexto atrativo ou repelente
(Hrncir et al., 2004 a; Jarau et al., 2004 b; Schmidt et al., 2005; Witjes & Eltz, 2007; Jarau
2009). Notavelmente, as abelhas sem ferrdo deixam marcas de odor como indicador de
alimento disponivel, atraindo novas forrageadoras co-especificas para a fonte de alimento
(Nieh et al., 2003; Hrncir et al., 2004 a; Jarau et al., 2004 a; Jarau, 2009; Lichtenberg et
al., 2009). Mas, todos os estudos apresentados até agora utilizam fontes de alimento
(solugdo de sacarose) artificial ad libtum, que contrasta com a condigdo natural, na qual as
flores ou inflorescéncias ndo fornecem uma grande quantidade de néctar constantemente,
ao contrario, geralmente oferecem apenas uma quantidade limitada de recurso,
provavelmente o suficiente para uma tunica visita (Stout & Goulson, 2002; Wilms & Eltz,
2008). Assim, neste capitulo, desenhamos dois contextos experimentais para avaliar a
capacidade das forrageadoras de Melipona scutellaris de associar os sinais quimicos

deixados por co-especificas com a auséncia e com o aumento de concentra¢do de sacarose.
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2.2. Material e Métodos

2.2.1. Equipamentos

2.2.1.1. Tripé de 90 cm de altura com uma placa de Petri (15 cm de didmetro)
adaptada como suporte para um alimentador. Usado para treinar as abelhas a voarem até o

local do experimento a 30 m da coldnia.

2.2.1.2. Tripé de 90 cm de altura com uma placa de madeira: 40 cm x 20 cm como

suporte para os alimentadores, tratado por Setup.

2.2.1.3. Nove alimentadores de acrilico (Figura 2.1A) com papel cartdo azul e
cobertura de acrilico, ambos com dimensdes: 3,0 x 3,0 x 0,5 cm. Dispostos como uma
matriz 3 x 3 compuseram o arranjo de alimentadores usado durante o condicionamento
(Figura 2.1 A e B). Outros alimentadores idénticos estavam disponiveis para as

substitui¢des que ocorreram durante o condicionamento (2.2.4) e o teste (2.2.6).

Figura 2.1. (A) Alimentador de acrilico com papel cartdo azul e cobertura de acrilico (3,0
x 3,0 x 0,5 cm) usado para compor o arranjo de alimentadores usado durante o
Condicionamento. (B) Arranjo de alimentadores numa matriz 3 x 3.
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2.2.1.4. Como verificado por Hrncir et al. (2004 a), Schmidt et al. (2005) e
Lichtenberg et al. (2009), as operarias forrageadoras deixam sinais quimicos nos
alimentadores artificiais para guiar outras operarias da colonia ao local com alimento

disponivel. Estes sinais quimicos serdo tratados a partir daqui como SQ.

2.2.1.5. Solucao de agua e sacarose a 20% w/w (Condicionamento Contextual 1) ¢ a
55% w/w (Condicionamento Contextual 2): tratadas por + e +', respectivamente. Sacarose

(99,5% - C1,H,,01 - Sigma®).

2.2.2. Treinamento das Abelhas

No periodo de outubro de 2007 a margo de 2008, operarias forrageadoras foram
treinadas a visitar um arranjo de alimentadores a 30 metros da colonia. Usando o tripé com
um alimentador e solucdo da sacarose a 20% (+) posicionado em frente a coldnia, as
abelhas podiam coletar alimento ad libitum. Este tripé foi afastado da colonia a cada 2
metros em dire¢do ao local do experimento quando havia pelo menos 3 abelhas pousadas,
bebendo a solucdo de sacarose. Durante esta fase cada uma das abelhas recebeu sua
identificacao (Figura 2).

No local do experimento as abelhas puderam visitar o alimentador posicionado ao
lado de um tripé com o arranjo de alimentadores 3 x 3 (Figura 2.1B) até que
demonstrassem interesse pelo Setup, quando entdo o tripé de treinamento era retirado. Essa
técnica foi utilizada no Condicionamento Contextual 1 e 2. Para evitar que varias abelhas
estivessem no Setup ao mesmo tempo durante o condicionamento, todas as abelhas, fora o
individuo a ser condicionado, foram capturadas com rede entomologica e mantidas dentro

de uma caixa até o fim do respectivo experimento.
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2.2.3. Preparacdo do Setup (Condicionamento Contextual 1 e 2)

Uma matriz 3 x 3 de alimentadores de acrilico (Figura 2.1B) foi preparada. Cada

alimentador continha 5 pl de solugdo de sacarose 20% (+).

2.2.4. Condicionamento Contextual 1. Associacdo entre SQ e Ausénsia de + = Efeito
Repelente

O condicionamento foi individual (N = 30). A abelha durante esta fase devia visitar
o setup 10 vezes. A cada visita* em um alimentador a abelha deixa sobre a cobertura de
acrilico SQ. Depois de cada visita o alimentador era trocado por outro vazio, mas a
cobertura de acrilico com SQ era mantida, ou seja, o alimentador visitado apresentava o
sinal quimico deixado pela abelha e ndo havia mais alimento (+). Objetivo: condicionar as
abelhas a associar SQ com auséncia de +.
*Foi considerado como visita quando a abelha pousava no alimentador e inseria a cabeca

no orificio central do alimentador para beber a solugdo de sacarose.

2.2.5. Condicionamento Contextual 2: Associacdo entre SQ e Aumento na
Concentracdo + (+") = Efeito Atraente

Durante o condicionamento, realizado individualmente (N = 30), cada abelha devia
visitar o Ssetup 10 vezes. A cada visita*, a abelha deixa sobre a cobertura de acrilico do
alimentador o SQ. Depois de cada visita, a cobertura era mantida, mas o alimentador era

trocado por outro com solugio de sacarose 55% (+").
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2.2.6. Testede Contextualizagdo 1 e 2

Depois da 10” visita, enquanto a abelha retornava para a coldnia, o Setup para a
realizacio do Teste de Contextualizacdo era preparado alterando o arranjo de
alimentadores. Neste teste havia apenas 2 alimentadores: um com SQ e +, ¢ outro com
somente +.

Considerado como a 11° visita ao setup, na qual as abelhas deveriam escolher o
alimentador sem SQ, demonstrando terem aprendido a relagdo sinal quimico - auséncia de
alimento, depois do Condicionamento Contextual 1, ou, depois de passarem pelo
Condicionamento Contextual 2, as abelhas deveriam escolher o alimentador com SQ,
demonstrando terem aprendido a relacionar SQ com o aumento de concentracdo de

sacarose€.

2.2.7. Grupo Controle

As abelhas foram treinadas como descrito em 2.2.2, porém no setup havia somente
2 alimentadores. Cada abelha devia visitar O Setup 2 vezes, na 1* visita deixam o sinal
quimico em um dos alimentadores. Na segunda visita, o grupo controle para comparagoes
com as abelhas que passaram pelo Condicionamento Contextual 1 (N = 23) devem ser
capazes de escolher o alimentador sem SQ e o grupo controle para comparagdes com as
abelhas que passaram pelo Condicionamento Contextual 2 (N = 30) devem ser capazes de

escolher pelo alimentador no qual ha SQ.
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2.2.8. Andlise Estatistica

Comparacdo entre as escolhas realizadas pelas abelhas durante os Testes de
contextualizagdo 1 e 2: Qui-quadrado, P < 0,05 e, comparacdo entre as propor¢des de
escolhas entre as abelhas do Teste de Contextualizagdo 1 e 2 e os respectivos Grupos

controle: Fisher’s Exact Probability Test, P < 0,05.
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2.3. Resultados

2.3.1. Condicionamento Contextual 1: Associacdo entre SQ e Ausénsia de + = Efeito
Repelente

Chegando ao setup as abelhas escolhiam um alimentador, pousavam e coletavam
todo o alimento disponivel (5 pl), rapidamente iam a colonia e retornavam ao Setup
demonstrando motivagdo, condi¢gdo que valoriza a técnica utilizada. As abelhas nao
visitaram mais de um alimentador a cada chegada ao setup.

A Figura 2.2 ilustra numa reta a probabilidade da abelha encontrar um alimentador
nao marcado a cada visita, se a cada visita a abelha marcar 1 novo alimentador. A curva
com circulos vazios representa a probabilidade de ter alimentadores marcados a cada volta
da abelha ao setup. Esta probabilidade considera as vistas em alimentadores anteriormente
marcados. O circulo cheio representa a porcentagem real de escolha das abelhas, pode
também ser chamada de Curva de Aprendizagem. Nesta curva a porcentagem de escolha
por alimentadores ndo marcados com SQ durante a 4° visita ao setup chega a 80%. Depois
disso, mesmo com uma diminui¢do da porcentagem das abelhas, elas continuam a escolher
por alimentadores que ndo haviam sido marcados. Nas visitas 6, 8 ¢ 10 mais de 60% das
escolhas sdo por alimentadores sem SQ. Este resultado se confirma durante o Teste de
contextualizagdo no qual 70% das abelhas escolheram o alimentador nio marcado na

segunda visita ao setup.
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Figura 2.2. Condicionamento Contextual 1: associagdo entre sinal quimico (SQ) e
auséncia de alimento - Efeito Repelente (N = 30). A reta representa a probabilidade de uma
abelha encontrar um alimentador ndo marcado a cada visita, se a cada visita a abelha
marcar 1 novo alimentador. A reta com circulos vazios representa a probabilidade de ter
alimentadores marcados a cada volta da abelha ao setup. O circulo cheio representa
porcentagem real de escolha por alimentadores ndo marcados = Curva de Aprendizagem.

2.3.2. Testede Contextualizagdo 1

A Figura 2.3 Tcl representa o nimero de abelhas que escolheram pelo alimentador
sem sinal quimico (SSQ) demonstrando a eficiéncia do condicionamento. Qui-quadrado:
X? = 6,53 (P = 0,01) (N = 30). Portanto as abelhas foram capazes de associar SQ com a
auséncia de alimento. Para o Grupo controle (Figura 2.3 Controle), ndo foi encontrada
diferenga nimero de abelhas que escolheram entre os alimentadores SSQ e SQ, ou seja, as
abelhas sem passarem pelo condicionamento ndo foram capazes de relacionar a presenca
de SQ com auséncia de alimento. Proporcionalmente, a escolha por SSQ pelas abelhas do
Teste de Contextualizacdo 1 foi maior do que a propor¢do da mesma escolha feita pelo

grupo controle. Fisher’s Exact Probability Test, P = 0,05.
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Figura 2.3. Tcl: Teste de Contextualizagdo 1 (N = 30), nimero de abelhas que escolheram
pelo alimentador SSQ durante a segunda visita ao setup (Qui-quadrado: X* = 6,53, P =
0,01). Controle: Grupo controle (N = 23), nimero de abelhas que escolheram por um dos
alimentadores (SSQ ou SQ) sem terem passado pela fase de condicionamento.
Comparacdo: Porcentagem de escolha das abelhas pelo alimentador ndo marcado (SSQ)
durante Teste de Contextualizagdo 1 e no Grupo controle (Fisher’s Exact Probability Test,
P =0,05). SSQ: alimentador sem sinal quimico, SQ: alimentador com sinal quimico, SSQt:
alimentador sem sinal quimico — propor¢ao do grupo teste, SSQc: alimentador sem sinal
quimico — propor¢ao do grupo controle.

2.3.3. Condicionamento Contextual 2: Associacdo entre SQ e Aumento na
Concentracao + (+") = Efeito Atraente

A Figura 2.4 ilustra as escolhas das abelhas durante o Condicionamento Contextual
2. A curva com circulos pretos informa que durante as 5 ultimas visitas, com exce¢ao da
7%, as escolhas foram feitas pelos alimentadores que haviam sido anteriormente marcados.

Nas 3 ultimas visitas ao Setup, mais de 50% das abelhas escolheram o alimentador
que havia SQ, demonstrando possivel aquisi¢ao da relacio de SQ com o aumento na

concentragao de sacarose do alimento.
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Figura 2.4. Condicionamento Contextual 2: associagdo entre sinal quimico (SQ) e
aumento na concentragio de sacarose do alimento (+") — Efeito Atraente (N = 30). A reta
representa a probabilidade de uma abelha encontrar 1 alimentador marcado, se a cada visita
a abelha marcar 1 novo alimentador. A reta com circulos vazios representa a probabilidade
de ter alimentadores marcados a cada volta da abelha ao setup. O circulo cheio representa
porcentagem real de escolha por alimentadores marcados = Curva de Aprendizagem.

Durante o teste de contextualiza¢do 2 a aquisi¢do do condicionamento se confirma
através do numero de abelhas que, durante a segunda visita ao setup escolheram pelo
alimentador com SQ, Qui-quadrado: X* = 4,8 (P = 0,02) (N = 30) (Figura 2.5 Tc2). Na
mesma figura ainda, o grafico que representa o numero de abelhas que escolheram cada
tipo de alimentador sem antes terem sido condicionadas (Controle), acentua a importancia
da experiéncia na tomada de decisdo por alimentadores mais lucrativos. Praticamente o
mesmo numero de abelhas escolheram tanto o alimentador marcado (SQ = 55% de
concentracdo de sacarose), quanto o ndo marcado (SSQ = 20% de concentracdo de
sacarose).

Ao compararmos a propor¢do das escolhas pelo alimentador marcado (SQ) pelo
grupo de abelhas que foram condicionadas (SQt) e pelo grupo que ndo passaram pelo
condicionamento (SQc), encontramos significativa diferenca (Figura 2.5 Comparagdo:

Fisher’s Exact Probability Test, P = 0,05). Esse resultado corrobora com o anterior (Figura
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2.5 Tc2) afirmando a aquisicdo do processo de condicionamento através da maior
propor¢do de escolha pelo alimentador previamente marcado, o qual passava a ter uma

oferta de alimento com maior concentracao de sacarose.
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Figura 2.5. Tc2: Teste de Contextualizagao 2 (N = 30), nimero de abelhas que escolheram
pelo alimentador SSQ durante a segunda visita ao setup (Qui-quadrado: X* = 4,8 (P =
0,02). Controle: Grupo controle (N = 30), nimero de abelhas que escolheram por um dos
alimentadores (SSQ ou SQ) sem terem passado pela fase de condicionamento.
Comparacao: Porcentagem de escolha das abelhas pelo alimentador marcado (SSQ)
durante Teste de Contextualizagdo 2 e no Grupo controle (Fisher’s Exact Probability Test,
P = 0,05). SSQ: alimentador sem sinal quimico, SQ: alimentador com sinal quimico, SQt:
alimentador com sinal quimico — propor¢do do grupo teste, SQc: alimentador com sinal
quimico — proporg¢do do grupo controle.
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2.4. Discussao

As abelhas sem ferrdo usam seus sinais quimicos como pistas olfatorias durante a
escolha por uma fonte de alimento. Na maioria dos casos estudados essas marcas atrairam
forrageadoras para a fonte alimentar (Villa & Weiss, 1990; Nieh, 1998; Schmitd et al.,
2003, 2005; Hrncir et al., 2004 a; Jarau et al., 2004 a, b). Porém, todos esses trabalhos
utilizaram alimentadores artificiais oferecendo alimento ilimitado, portanto, uma condi¢ao
atrativa. No tnico estudo com flores naturais (Goulson €t al., 2001), foi observado que as
visitas das abelhas Trigona fulviventris e T. fuscipennis nao foram dirigidas
exclusivamente para flores previamente visitadas ou para as flores ndo visitadas,
demonstrando que em condi¢do natural, os sinais quimicos podem ndo ser necessariamente
atraentes para novas forrageadoras.

Recentemente, foi verificado que as forrageadoras de abelhas do género Bombus
(Saleh & Chittka, 2006; Witjes & Eltz, 2007) usam suas marcas quimicas em dependéncia
da recompensa, ou seja, aquelas flores que ndo tinham néctar ad libitum foram
significativamente rejeitadas pelas abelhas quando nelas havia sinais de abelhas
precursoras e, por outro lado, as marcas quimicas em fontes com alimento ilimitado
atrairam as forrageadoras. Seguindo as informagdes destes trabalhos podemos concluir que
o contexto no qual os sinais quimicos sdo percebidos e aprendidos, pode modular a
resposta comportamental das abelhas, conduzindo a eleicdo ou a rejeicdo de determinada
fonte.

Nos resultados do presente trabalho podemos avaliar que as forrageadoras de
Melipona scutellaris foram capazes de usar seus sinais como um marcador repelente ou
atraente de acordo com o contexto aprendido na fase de condicionamento. As curvas de

aprendizado (Figuras 2.2 e 2.4) representam esta habilidade (curvas com circulos cheios).
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No primeiro experimento (Condicionamento Contextual 1: associacdo entre sinal
quimico (SQ) e auséncia de alimento - Efeito Repelente), 60% das decisdes das abelhas
durante o condicionamento foram pelos alimentadores ndo marcados. Este resultado foi um
indicio da utilizagdo da propria informacdo quimica para evitar alimentadores que ja
haviam sido visitados anteriormente. Durante o teste de contextualizacdo, o niumero de
abelhas que escolheram pelo alimentador sem sinal quimico corroborou com a primeira
informagao (Figura 2.3 Tcl). E, finalmente, a diferenca encontrada na comparagdo entre as
propor¢des das escolhas pelo alimentador sem sinal quimico, pelo grupo de abelhas
condicionadas e ndo condicionadas, contribuiu fortemente para a comprovagdao da
habilidade de Melipona scutellaris em utilizar suas proprias marcas quimicas de acordo
com o contexto aprendido (Fisher’s Exact Probability Test, P = 0,05).

No segundo experimento, os sinais quimicos representavam aumento da
lucratividade do alimento. A experiéncia em revisitar um alimentador marcado deveria ser
atraente. Mas, ao observarmos a Figura 2.4, notamos que nas 3 ultimas visitas, mais de
50% das abelhas escolheram o alimentador marcado, mas, o setup apresentava 50% dos
alimentadores marcados, enquanto que o esperado seria que uma pequena propor¢do de
alimentadores fosse marcada e revisitada durante o condicionamento, confirmando o
contexto atraente do Setup. A partir desta constatagdo, inferimos que o sinal quimico pode
ser utilizado como um indicador, porém alguma outra caracteristica desta marca pode ser
avaliada pelas abelhas durante a tomada de decis@o. Considerando isto, surgem duas
hipoteses, uma relacionada a concentragdo destes sinais e outra sobre a origem deles.
Talvez varias marcas sobre a mesma fonte seja uma condi¢do significativamente mais
atrativa do que apenas uma marca. A segunda hipotese se refere a origem do sinal quimico,
sendo este de outra abelha da mesma espécie, ou ainda de outra espécie. Contudo, a

comapragdo das propor¢des das escolhas entre os grupos, abelhas que passaram pelo
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condicionamento e abelhas do grupo controle encontramos uma significativa diferenca
(Fisher’s Exact Probability Test, P = 0,05).

O grupo controle de ambos os contextos evidencia que a experiéncia pode ser um
fator decisivo para a adequagdo do comportamento forrageador relacionado ao contexto.
Essas abelhas passaram somente pelo teste de contextualizacdo, e durante a tomada de
decisdo na segunda visita ao sSetup o numero de abelhas que escolheu entre os
alimentadores, marcado e ndo marcado, ndo foi diferente (Figuras 2.3 Controle ¢ 2.5
Controle).

A aprendizagem, ou a modificacdo adaptativa de um comportamento com base na
experiéncia, afeta praticamente todos os aspectos do comportamento animal (Raine &
Chittka, 2008). O estudo controlado realizado neste capitulo pretendeu através da avaliagao
da performance cognitiva das abelhas, estimar o valor adaptativo do aprendizado para o
comportamento forrageador em condigdes proximas da natural (Shettleworth, 1998;
Dukas, 2004). Os resultados representam um grande passo em dire¢do ao reconhecimento
de como a evolucdo das habilidades cognitivas ¢ moldada pelo ambiente € como a
performance de aprendizado se correlaciona com as diferentes demandas ecologicas das

diferentes espécies.
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2.5. Conclusdes

e As abelhas operarias de Melipona scutellaris sao capazes de aprender o contexto no
qual encontram sua propria marca de odor (sinal quimico) deixada sobre
alimentadores artificiais. Os condicionamentos resultaram em curvas tipicas de

aprendizado associativo.

e Durante teste de contextualizacdo 70% as abelhas escolheram o alimentador de
acordo com o condicionamento. No primeiro caso, o sinal quimico deixado pela
forrageadora indicava auséncia de alimento, portanto a escolha adequada era pelo
alimentador sem o sinal, no segundo caso, o sinal quimico era indicativo de

aumento na concentragao de sacarose, tornando o alimentador marcado atrativo.
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Capitulo 3

Estudo Neur o-anatémico do L obo Antenal de Melipona scutellaris:

Possivel Significancia na Per cepcdo de Feromonios

Roselino AC, Sandoz JC, Hrncir M, Giurfa M. Three-Dimensional Antennal L obe Atlas of the
stingless bee Méelipona scutellaris (Hymenoptera, Apidae, M eliponini) em preparacio

3.1. Introducéo

O sentido olfatoério tem funcdo crucial no comportamento e na fisiologia dos insetos
sociais. A habilidade individual em detectar e reconhecer notdvel niimero de sinais
quimicos ¢ provavelmente um dos fatores chave para o sucesso de sua socialidade. Além
disso, odores especificos, como os feromonios, sdo essenciais para a sobrevivéncia e
organizagdo do comportamento social, como comprovado em trabalhos sobre a homeostase
da colonia (primer pheromone: Le Conte & Hefetz, 2008), no reconhecimento de
companheiros de ninho (feromonio de agregagio social: Chaline et al., 2005), na defesa do
ninho (feromoénio de alarme: Fujiwara-Tsujii €t al., 2006, Schorkopf et al., 2009), e como
sinal de fertilidade (componentes do feromodnio da rainha: Free, 1987, Winston, 1987).

Contudo, possivelmente, o melhor exemplo estudado sobre a importancia dos sinais
quimicos no comportamento social seja a exploracdo coordenada das fontes de alimentos
(revisado em: Detrain & Deneubourg, 2009; Jarau, 2009; Reinhard & Srinivasan, 2009).
Diversas espécies de abelhas, formigas e cupins utilizam feromdnios para aumentarem a
eficiéncia do forrageamento (Wetherwax, 1986; Kato, 1988; Schmitt & Bertsch, 1990;
Giurfa & Nufez, 1992; Slaa et al., 1997; Pasteels & Bordereau, 1998; Traniello &

Leuthold, 2000; Jarau et al., 2003). Um caso particular, sdo as abelhas sociais, que
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depositam marcas de odor no ambiente, podendo assim, influenciar nas decisdes
individuais das forrageadoras na busca por alimento (abelhas meliferas: Nufiez, 1967;
Ferguson & Free, 1979; Free & Williams, 1983; Corbet €t al., 1984; Giurfa & Nuiiez,
1992; Giurfa, 1993; Williams, 1998; Bombus sp: Cameron, 1981; Schmitt & Bertsch,
1990; Goulson et al., 1998; Stout et al., 1998; Stout & Goulson, 2001). Os sinais quimicos
deixados por abelhas sem ferrdo (Meliponini) guiam suas companheiras desde o ninho até
a fonte de alimento (Jarau et al., 2003; 2006; Biesmeijer & Slaa, 2004; Aguilar et al.,
2005; Schorkopf et al., 2007; Jarau, 2009). Entretanto, para que estas marcas sejam
eficientes para as operdrias que as seguem, ¢ necessario que seu sistema olfatorio seja
capaz de detectar e processar estas informagdes especificas, provenientes das pistas
quimicas (Kleineidam et al., 2005; Zube €t al., 2008).

As abelhas recebem uma informagdo de odor pela ativagdo dos neurdnios de
recepgdo olfatéria (ORNSs), localizado nas sensilas das antenas. Os neurdnios de recepcao
olfatoria se projetam nas estruturas primarias presentes no deuterocérebro dos insetos, os
lobos antenais (neurdpilos). Duas estruturas esferoidais consistindo de um arranjo de
glomérulos (Shepherd, 1974; Baumann et al., 1996), onde ocorrem os contatos sinapticos
entre os axonios dos neurdnios de recep¢ao olfatdria (ORNS), inter-neurdnios locais (LNs)
e neurdnios de projecdo (PNs) (Homberg et al., 1988; Winnington et al., 1996; Anton &
Homberg, 1999; Kanzaki et al., 2003). Apos o processamento neural pela rede de inter-
neuronios locais (LNs), a informacgao olfatoria ¢ passada via neurdnios de projecdo (PNs)
para o centro de integracdo localizado no protocérebro. O centro de integragdo ¢ composto
pelos mushroom bodies (MB) e pelo lobo lateral no protecérebro (LPL), mais proeminente
nas corneas laterais (LH) (Schildberger, 1983; Kanzaki et al., 1989; Malun et al 1993;

Hildebrand, 1996; Anton & Homberg, 1999; Kanzaki et al., 2003; Zube et al., 2008).



78

O arranjo glomerular constitui um mapa topografico da qualidade dos odores,
sendo, portanto, a base neural para a compreensao sobre a codificagdo dos sinais de odores
(Vosshall et al., 2000; Kirschner et al., 2006). Cada glomérulo representa uma unidade
funcional para o processamento de informacgdes olfatérias complexas (Hildebrand &
Shepherd, 1997; Galizia & Menzel, 2001), como todos os ORNs tém uma dada proteina
receptora que converge para o mesmo glomérulo, a identidade de cada glomérulo ¢
determinada pela especificidade do neurdnio de recepgao olfatoria (Vosshall et al., 2000).

Estudos de neuro-anatomia comparativa em insetos mostraram que diferengas em
nimero e tamanho/volume das unidades sdo especificas para cada espécie (Chambille &
Rospars, 1981; Rospars, 1988; Vickers et al., 1998; Berg et al., 2002; Kleineidam et al.,
2005) e que o arranjo e a morfologia dos glomérulos sao altamente estereotipados entre os
individuos da mesma espécie e da mesma casta (Arnold et al., 1985; Flanagan & Mercer,
1989; Galizia et al., 1999, Rospars & Hildebrand, 2000, Huetteroth & Schachtner, 2005,
Kleineidam et al., 2005, Masante-Roca et al., 2005, Nishikawa et al., 2008).

Imagens de calcio fluorescente nos lobos antenais de abelhas meliferas revelaram
que cada estimulo olfatorio leva a um padrao de ativacdo espago-temporal especifico, o
qual é similar entre os individuos da mesma espécie (Joerges et al., 1997; Galizia et al.,
1999; Galizia & Menzel, 2000). Além disso, foi demonstrado que odores quimicamente
similares, ativam um grupo similar de glomérulos (Joerges et al., 1997) ¢ que, a ativagdo
glomerular induzida por odores especificos ¢ simétrica entre os lobos direito e esquerdo
(Galizia et al., 1999; Sandoz et al., 2003).

Os lobos antenais de machos (Apis mellifera), por exemplo, possui alguns
glomérulos hiper-trofiados denominados como um complexo macro-glomerular (Arnold et
al., 1985). Estes glomérulos processam alguns componentes do feromoénio produzido pela

rainha (Sandoz, 2006). Outro famoso exemplo sobre a ocorréncia de macro-glomérulos nos
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lobos antenais de insetos € o caso das mariposas noturnas (Hansson & Anton, 2000). Neste
exemplo, o complexo macro-glomerular proximo ao nervo antenal dos machos, respondem
especificamente para o feromonio sexual das fémeas, induzindo e guiando o macho a
procurar e encontras a fémea. Outros exemplos que se destacam em relagdo ao dimorfismo
sexual do sistema olfatdrio sdo o da mariposa Agrotis ipsilon (black cutworm) (Greiner et
al., 2004) e das tragas do tabaco, Helicoverpa assulta e Heliothis virescens (Berg et al.,
2002).

Os complexos macro-glomerulares tém sido descritos em casos em que a atragao
sexual dos individuos ¢ irrelevante, como por exemplo, a casta estéril de certas formigas.
Aqui, a proposi¢@o sobre as estruturas macro-glomerulares estd relacionada a detec¢do de
odores nao sexuais, como feromdnios de trilhas (Atta sexdens, Atta vollenweideri:
Kleineidam et al., 2005), feromoénios de alarme (Camponotus obscuripes: Yamagata et al.,
2007), e até mesmo odores nao feromonais (Camponotus floridanus: Zube et al., 2008).

As forrageadoras de abelhas sem ferrdo que deixam feromonios ndo sexuais sobre
uma fonte de alimento, os footprints (Hrncir et al., 2004 a; Jarau et al., 2004 a, b; 2006).
Este composto informa as outras forrageadoras sobre a natureza e a localidade da fonte
alimentar (Nieh, 2004; Barth et al., 2008). Ademais, durante experimentos com
alimentadores artificiais, M. scutellaris mostrou habilidade de contextualizar a informagao
dos footprints com a lucratividade do alimento (veja Capitulo 2). Roselino et al. (2007) e
Rodrigues et al. (2008) condicionaram forrageadoras desta espécie para identificar os
footprints como marcas repelente ou atraente em um conjunto de flores artificiais. Apos o
condicionamento contextual, 75% das abelhas foram capazes de escolher a flor artificial
sem ou com footprint, sendo indicador da presenga ou aumento da concentragdo
(lucratividade), respectivamente (para mais detalhes veja Capitulo 2). Schorkopf et al.

(2009) avaliaram o papel de feromdnios produzidos pelas glandulas mandibulares de duas
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espécies de abelhas sem ferrdo: Trigona spinipes ¢ Scaptotrigona aff. Depilis, no processo
coordenado de defesa do ninho. Nos experimentos os autores demonstraram que as
secrecoes da glandula mandibular ativam o comportamento agressivo ndo sé entre
companheiras de ninho, mas também entre co-especificas de ninhos diferentes, e até
mesmo entre abelhas de espécies diferentes. Estas conclusdes indicam que as secregdes da
glandula mandibular contém feromoénios e aloquimicos que podem ser utilizados na
comunicagao intra- e interespecificas pelas abelhas sem ferrdao (Schorkopf et al., 2009).

O objetivo deste capitulo foi descrever o centro olfatério primario de Melipona
scutellaris apresentando a primeira reconstrugdo tri-dimensional do lobo antenal de
forrageadora de abelha sem ferrdo e, investigar se esta espécie expressa adaptagdes neuro-
anatomicas especificas, que podem ser responsaveis pelo processamento de informagdes

feromonais, relacionadas ao forrageamento e/ou defesa do ninho (feroménio de alarme).
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3.2. Material e Métodos

3.2.1. Procedimentos Neur o-anatdmicos

Forrageadoras de Melipona scutellaris (Hymenoptera, Apidae, Meliponini)
coletadas com rede entomologica na entrada das coldnias, tiveram suas cabecas retiradas
com tesoura de dissec¢do e fixadas em glutaraldeido 4% em solugdo tampao (PBS) 0.1 M,
pH 7.2. Apos 5 dias, os cérebros foram delicadamente removidos e enxaguados 3 x 10 min
com PBS 0.1 M em um agitador a uma velocidade de 20 rpm em temperatura ambiente).
Para corar o material, os cérebros foram imersos em uma solugdo de Neutral Red 4%
(Michrome n°® 226, Edward Gurr, Ltd., London, United Kingdom) durante 3 horas. Depois,
foram novamente enxaguados em 0.1 M PBS, e desidratados em série crescente de etanol
(50%, 70%, 90%, 95%, e 3 x 100%, 10 min cada passo). Para clarear a preparacdo foram
armazenados em Metil-salicilato (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) por pelo
menos 24 horas.

Os cérebros foram frontalmente orientados e posicionados num orificio central de
laminas especiais feitas de aluminio. Tal orificio era coberto com laminulas em ambos os

lados. Depois de todo procedimento, as preparagdes foram mantidas a -20°C.

3.2.2. Aplicagdo do Marcador Fluorescente

Para visualizar os tracti que inervam os clusters de glomérulos, uma abelha foi
submetida & marcacdo retrograda do lobo antenal via nervo antenal. Para execucdo da
técnica, uma abelha viva foi contida em um tubo de metal e teve sua cabeca e suas antenas

imobilizadas com gotas de cera de abelhas meliferas. Em cada antena, no escapo, foi aberta
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uma janela na cuticula e, com auxilio de um eletrodo de vidro foram inseridos via nervo
antenal cristais de rodamina (tetra-methyl rhodamine dextran - Invitrogen Molecular
Probe, Eugene, Oregon, USA). A janela cuticular foi coberta com um gel (quick-seal) que
evita o ressecamento da area aberta. A abelha de 10 dias foi mantida viva, em temperatura
ambiente, dentro de uma camara imida por 24 horas, periodo suficiente para que o corante
migre para dentro do cérebro do animal.

O cérebro foi dissecado em solucdo Ringer (130 mM NaCl, 6 mM KCI, 4 mM
MgCl,, 5 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 25 mM glucose, 160 mM sucrose, pH 7.2), e
imediatamente transferido para uma solu¢do de paraformaldeido 4% em PBS 0.1 M e
estocado por 24 horas a 4°C. Depois passou pelo mesmo procedimento ja descrito na se¢ao
anterior: enxaguado em PBS 0.1 M e desidratado em uma série crescente de etanol,
clareado em Metil-salicilato (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) por pelo
menos 24 horas.

A preparacdo foi orientada da mesma forma descrita na se¢@o anterior, no centro de

laminas especiais de aluminio e mantida a -20°C.

3.2.3. Microscopia Confocal de Escaneamento Laser e Reconstrucéo Tri-dimensional

Os lobos antenais foram escaneados com microscopio confocal laser (Leica TCS
SP5) (Figura 3.1). Duas lentes objetivas foram usadas, 10 x 0.3 NA fluotar-ON DIC (a
seco) para escanear o cérebro todo e 20 x 0.7 NA PL APO-ON DIC (imersdo em agua)
para escanear cada lobo antenal em detalhe. As preparagdes foram excitadas em
comprimento de onda de 561 nm para o corante Neutral Red (veja 3.2.1) e também para
rodamina (veja 3.2.2). Cada lobo foi escaneado com stacks de 2 um, desde a por¢ao mais

dorsal a mais ventral, atingindo toda a profundidade do neurdpilo. A qualidade das
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imagens foi automaticamente calculada a cada 4 stacks, criando uma série de se¢des Oticas
de 512 x 512 pixels.

As reconstrugdes tridimensionais foram realizadas com o software AMIRA
(Mercury Computer Systems, Berlin, Germany) (Figura 3.2). Os glomérulos foram
individualmente visiveis gracas a qualidade das preparagdes. Cada glomérulo foi
redesenhado em trés planos (xy, yz, Xz) através de uma ferramenta disponivel no software
AMIRA chamada wrap. A identificagdo do mesmo glomérulo entre os exemplares foi feita

com base em caracteristicas morfoldgicas como tamanho, forma e posi¢ao relativa.

Figura 3.1. Microscopio Confocal Laser (Leica TCS SPS5). Plateforme de imagerie -
Centre de Biologie du Développment (CBD - IFR109) da Université Paul Sabatier —
Toulouse III, Toulouse, Franca.
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Figura 3.2. Software AMIRA 3.0. Logicial cedido pela Plateforme de imagerie - Centre
de Biologie du Développment (CBD - IFR109) da Université Paul Sabatier — Toulouse I1I,
Toulouse, Franga.

3.2.4. Andlise dos Dados

Para investigar a organizacdo neuroanatdomica do lobo antenal de Melipona
scutellaris, o lobo esquerdo ¢ direito de operarias forrageadoras foram escaneados. Sempre
posicionados no mesmo eixo, dorsal-ventral e lateral-medial, relativo ao nervo antenal. O
nimero total de glomérulos foi contado e cada um recebeu uma identificacao individual.
Alguns glomérulos em especial foram usados como satélites para o reconhecimento dos
demais, os satélites foram escolhidos com base em sua posicao e também por sua excelente
condi¢do de marcagdo pelo corante.

As reconstrugdes tridimensionais completas dos lobos antenais permitiram
estabelecer comparacdes morfoldgicas e volumétricas entre os individuos e, identificar
uma possivel estrutura especializada no lobo antenal de operarias, que possa operar na

deteccao de feromonio durante a atividade de forrageamento ou defesa do ninho. O niimero
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de individuos utilizados em cada comparacdo e demais resultados estd descrito na secao

Resultados.

3.2.5. Andlise Estatistica

O Test-t foi usado para verificar diferengas entre as quantidades de glomérulos e as

medidas de volume.
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3.3. Resultados

As preparagdes ficaram transparentes o bastante para permitir a visualizagdo dos
limites glomerulares (Figura 3.3A). Porém, em algumas posi¢des, os glomérulos sdo tao
proximos uns dos outros que impossibilita a identificagdo precisa (Figura 3.3B).
Provavelmente, esta caracteristica ¢ responsavel pela diferenga encontrada na contagem do
numero total de glomérulos entre os individuos e entre os lados, esquerdo e direito. Porém
ndo ha diferenga estatistica: Test-t, P = 0,860 (Tabela 3.1). A Tabela 3.2 mostra o valor
médio do volume total dos lobos esquerdo e direito, Test-t, P = 0,535. Na mesma Tabela
ainda, encontramos o maior e o menor volume individual de cada lado, em inspecao visual

podemos verificar que se trata dos mesmos glomérulos nos dois casos.

Z :16/138um _Z:66/138um
. $ "L\
f/,j';’fﬁ b

o g \
Lo

L

Figura 3.3. Imagem do lobo antenal de Melipona scutellaris (operaria forrageadora — lado
esquerdo). (A) A qualidade das preparacdes permite identificar os limites glomerulares,
indicados pelas setas. (B) Em certas posi¢des os glomérulos sdo muito proximos uns dos
outros impossibilitando a identificacdo exata da quantidade de glomérulos, fato que
resultou em variagdo no niimero total de glomérulos entre os lobos analisados. As setas
indicam glomérulos que estdo sobrepostos. Escala em A = 100um (aplicada em B).
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Tabela 3.1. Somatério de Glomérulos (média + desvio padrao), Volume Total (média +
desvio padrao), Volume Maior ¢ Volume Menor encontrados dos lobos antenais de
Melipona scuttelaris analisados com o suporte do software AMIRA 3.0%.

Esquerdo Direito Test -t
> 208+ 5 (N=11) 207+8 (N=9) P =0,860
VT [um?®] 2.766.891,43 £222.815,6 (N=7) 2.689.528 +2304954(N=7) P=0,535
VM? [um?] 104.291 105.634
VM [um?] 1.697 890

Legenda: >': somatorio de glomérulos, VT: volume total, VM": volume maior, VM®:

volume menor.

A seqiiéncia de imagens (Figura 3.4 A — L) composta por 138 stacks de 2 um
mostra que os glomérulos estdo distribuidos na periferia do neurodpilo, este arranjo ¢
semelhante tanto no lobo antenal esquerdo quanto no direito. Na Figura 3.4D notamos 2
hemisférios principais, um dorsal e o outro ventral. Cada glomérulo foi identificado por um
nimero. Os glomérulos que receberam os numeros menores estdo posicionados
dorsalmente e, os glomérulos que receberam os numeros mais altos estdo posicionados
ventralmente. Além destes dois hemisférios principais, em Figura 3.4 C, D, E, F, G, H, 1,
podemos observar clusteres, conjuntos de glomérulos inervados por um tractus
correspondente, originario do nervo antenal. Dois tracti principais (T1 ¢ T2) podem ser
facilmente notados na Figura 3.4 C e D.

A Figura 3.5 ¢ uma seqiiéncia de imagens para a identificagdo dos tracti. Os
respectivos clusteres glomerulares ndo foram tridimensionalmente reconstruidos devido a

qualidade do material histoldégico que ndo permitiu a individualizagdo dos glomérulos.
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Figura 3.4. Seqiiéncia de imagens do lobo antenal de forrageadora de Melipona
scutellaris. Z indica a se¢do de 2 um em relagdo ao total de imagens feitas (138). Os
nimeros sobre os glomérulos representam a contagem total e também serviram na
identificagcdo. Os numeros de valores mais baixos sdo referentes aos glomérulos dorsais e
os numeros maiores aos glomérulos ventrais. Em C e D temos os tracti principais, T1 e
T2. AN = nervo antenal. MG = macro-glomérulo. Escala em A = 100um (aplicada de A a
L).
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Figura 3.5. Seqiiéncia de imagens do lobo antenal de forrageadora de Melipona scutellaris
para identifica¢do dos tracti que inervam os clusteres glomerulares. Marcagio anterograda
com cristais de rodamina. Z indica a se¢ao de 2 um em relagdo ao total de imagens feitas
(213). T1, T2, T3, T4, TS, T6: tracti identificados provenientes do nervo antenal. AN =
nervo antenal. MG = macro-glomérulo. Escala em A = 100um (aplicada de A a ).
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Categorias de volume foram criadas com intervalos de 5 x 10° pm’, para separar
grupos de glomérulos e, identificar a contribui¢do das categorias no volume total (Tabela
3.2 e 3.3) (Figura 3.6). Através da distribuicdo dos glomérulos de acordo com seus
volumes individuais, identificamos que os glomérulos que compuseram as categorias de
volume entre 6 x 10°um’ e 10,9 x 10°um’ e, 11 x 10’ pm’ e 15,9 x 10°> pm’ existem em
maior quantidade, correspondendo no primeiro intervalo citado a 35,5% lado esquerdo, e
34,5% lado direito do niumero total de glomérulos, porém nao sdo a maior contribui¢do em
grupo para o volume total, representam apenas 0,3% e 0,31%, respectivamente, e, 28,4% e
26,4% para o segundo intervalo citado, correspondendo a 0,48% e 0,49% do volume total
respectivamente.

Seguindo a distribuicdo dos glomérulos de acordo com o volume, verificamos forte
indicio de especializagdo glomerular. Ao menos 25 x 10° pm’ a mais, separam os
potenciais macro-glomérulos dos demais analisados, sugerindo o primeiro registro de

macro-glomérulo no lobo antenal em casta operaria dentro da familia Apidae.
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Tabela 3.2. Distribui¢io glomerular em intervalos de 5 x 10° pm®. Namero de glomérulos
que compdem cada intervalo (média + desvio padrdo). A andlise volumétrica dos lobos
antenais de Melipona scutellaris (forrageadoras) foi analisada com o suporte do Software
AMIRA 3.0%. *valores inteiros. Entre parénteses: porcentagens que os glomérulos destes
intervalos contribuem para o nimero total de glomérulos. Abaixo das linhas tracejadas
estdo os macro-glomérulos.

Intervalo de Volume N° de glomérulos (média + desvio padrao)
Esquerdo Direito
<5,9x 10° pm® 25.5+7.6 29,4 + 10,4
6x10°-10,9 x 10* um? 73,5+ 5,7 (35,5%) 72,0 + 13,2 (34,5%)
11x10°-159x 10° um? 59,2 + 6,3 (28,4%) 54,8 + 6,7 (26,4%)
16 x 10° -20,9 x 10> um? 25,1 +5,1 27,8 +43
21 x 10° -25,9x 10° pm? 14,0+£2,7 14,4+6,9
26x 10° -30,9 x 10° um? 6,7+2,6 57+2,8
31 x10° -35,9 x 10° um? 24+19 2,1+1,6
36 x 10° -40,9 x 10° um? 1,2+1,7 *4.0
41 x 10° -45,9x 10° um? *2,0 *6,0
46 x 10° - 50,9 x 10° pm? *3,0 0
51x10° -55,9 x 10° um? *1,0 0
56x10° - 60,9 x 10° um? *3,0 *1,0
61 x10° -65,9 x 10° um? *1,0 0
66 x 10° -70,9 x 10° um? *1,0 0
71 x 10° -75,9 x 10° um? 0 “*_3_,0_
76x 10° -80,9 x 10° pm® 0 *1,0
81 x 10° - 85,9 x 10° um? *1,0 0
86 x 10°-90,9 x 10° um? *1,0 *2,0
91 x 10°-95,9 x 10° pm? *1,0 0
96 x 10° - 100,9 x 10° um? *1,0 0

101 x 10° - 105,9 x 10° um? *1,0 *1,0
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Tabela 3.3. Distribuigio glomerular em intervalos de 5 x 10’ pm’. Volume (média +
desvio padrdo) do grupo de glomérulos que compdem cada categoria. A andlise
volumétrica dos lobos antenais de Melipona scuttelaris (forrageadoras) foi analisada com o
suporte do software AMIRA 3.0%. *valores inteiros. Entre parénteses: porcentagens que 0s
glomérulos destes intervalos contribuem para o volume total. Abaixo das linhas tracejadas
estdo os volumes dos macro-glomérulos.

Intervalo de Volume Média de volume (média + desvio padrao)

Esquerdo Direito
4.597,6 £1.072,7 4.498,3 +1.162,0

8.509,4 +1.405,3 (0,3%) 8.542,9 + 1405,4 (0,31%)
13.142,1 +£1.348,8 (0,48%) 13.184,4 +1.423,7 (0,49%)

<59x10° um?
6x10°-10,9 x 10°> pm?
11x10°-159x10° um?

16 x10° -20,9 x 10° um?

21 x10* -25,9x 10° pm?

26x 10° -30,9 x 10° pm?

31 x10° -35,9 x 10° pm?

36 x 10° - 40,9 x 10 pm?

41x10° -459x 10° um?

46 x 10* - 50,9 x 10° pm?

51x10° -55,9x 10° pm?

56x 10° - 60,9 x 10° pm?

61 x 10° - 65,9 x 10° pm?

66 x 10° - 70,9 x 10 pm?

71 x 10* - 75,9 x 10° pm?

76 x 10° - 80,9 x 10° pm?

81 x 10* - 85,9 x 10® pm?

86 x 10°-90,9 x 10° pm?

91x10°-95,9x 10° pm?

96 x 10°-100,9 x 10° pm?
101 x 10° - 105,9 x 10° um?

18.119,6 + 1.461,6
23.049,8 £ 1.438,0
27.070,5 £ 4.286,8
33.326,9 + 1.464,1
37.847,2+1.415,9
42.148,0 £ 1.421,2
47.237,3 + 997.6
52.719,0*
57.800,3 + 1.106,9
61.932,0*
68.819,0*

79.035,5 +2.600,0
81.650,0*
86.569,0*
95.064,0*
97.823,0*
104.291,0*

17.919,4 £ 1.362,5
22.644,9 £ 1.582,6
27.839,3 £ 1.238,7
32.485,2 +1.067,3
37.151,7 = 873,8
43.799,1 £ 1.660,0
0

0

59.524,0*

74.770,5 £ 3.027,7
78.989,0*

0

87.386,0 £ 1.501,8
0

0

105.634,0*
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O glomérulo hipertrofiado contribui com mais de 2,5% do volume total (Tabela 3.4
e 3.5). Apresentam-se em média de 9 a 10 vezes maiores que a média de volume dos
glomérulos que estdo no segundo intervalo da categoria de volume (esquerdo: 8.509,4 +
1.405,3; direito: 8.542,9 + 1405,4 — Tabela 3.3) e, de 6 a 6,5 vezes maiores que a média de
volume dos glomérulos que estdo no terceiro intervalo da categoria de volume (esquerdo:
13.142,1 + 1.348,8; direito: 13.184,4 = 1.423,7 — Tabela 3.3). Importante salientar que o
registro do macro-glomérulo foi semelhante em todos os lobos estudados, tanto do lado
esquerdo quanto do lado direito (test-t, P = 0,308), ou seja, nao foi observada lateralidade.

Os indicios da existéncia de um macro-glomérulo sdo fortemente apoiados pela
posicdo que ocupam, sdo ventrais, proximo a entrada do nervo antenal, definindo provavel
funcionalidade especifica e, também pelo maior volume individual em relagdo aos outros

glomérulos.

Tabela 3.4. Estudo volumétrico dos glomérulos hipertrofiados em operarias forrageadoras
de Mélipona scutellaris. (A) Volume macroglomerular Esquerdo e Direito (N = 7) ¢ a
média destes valores.

(A) Lobo Antenal Esquerdo Direito Test-t
1 95.064,0 72.038,0
2 81.650,0 74.781,0
3 77.197,0 73.274,0
4 97.823,0 105.634,0
5 86.569,0 78.989,0
6 104.291,0 88.448,0
7 80.874,0 86.324,0

Volume de MG [um?]
89.066,8 +10.113,3 82.784,0+11.910,0 P =0,308
(média = desvio padrao)
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Tabela 3.5. Contribui¢dao do volume do macro-glomérulo (%) no volume total de cada
lobo antenal analisado.

(B) Lobo Antenal % do volume total Test-t
1 34 2,5
2 2,8 2,5
3 2,6 2,5
4 3,2 3,7
5 3,7 33
6 3,7 3,5
7 3,0 3.4
média + desvio padrao 3,226 £0,427 3,057 £ 0,535 P=0,627

A Figura 3.6 ¢ uma reconstrucao tridimensional de um lobo antenal (esquerdo) de
Melipona scutellaris realizada com o suporte do software AMIRA® 3.0. Em branco, o
glomérulo hipertrofiado, a estrutura potencialmente especializada na percepcdo e
processamento de informagao olfatoria proveniente de feromdnio, relacionado a defesa do
ninho ou ao forrageamento. Em azul, os demais glomérulos que constituem o centro

primario olfatdrio.

Figura 3.6. Reconstrugdo tridimensional de um lobo antenal de Melipona scutellaris
(forrageadoras). AN: Nervo Antenal, MG: Provavel macro-glomérulo e, em azul os demais
glomérulos mapeados.
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Figura 3.7. Distribui¢do dos glomérulos relativa ao volume. Os box plot representam a
grande maioria de glomérulos através do nimero médio de glomérulos e o desvio padrao.
Os circulos vazios sao alguns glomérulos que se separam dos demais, e os X representam
os macro-glomérulos. A linha tracejada ¢ a metade do volume representado no eixo y.
Esquerdo = lobo antenais esquerdos e, Direitos = lobos antenais direitos. Cada letra igual
representa um par de lobos, esquerdo e direito, do mesmo cérebro.
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3.4. Discussao

Nos ultimos vinte anos, aprendemos muito sobre a fun¢do das antenas enquanto
orgdos sensoriais olfatérios nos insetos. Estes estudos expandiram consideravelmente o
nosso conhecimento sobre os padrdes de excitacdo enviados a partir de receptores
olfatdrios para o sistema nervoso central, fornecendo um ponto de partida para a pesquisa
da via olfatoria no cérebro dos insetos e também, para podermos relacionar caracteristicas
morfoldgicas do sistema nervoso com o comportamento (Gronenberg & Holldobler, 1999;
Ehmer & Gronenberg, 2004). Estudos que avaliam a relacdo estrutura-fung¢ao dos circuitos
neuronais contribuem para novas formas de pensar sobre os importantes aspectos do
processamento de odor nos insetos (Zube et al., 2008). O lobo antenal destes animais ¢ um
excelente modelo para verificar estas relagdes e fazer descrigdes anatdmicas que auxiliam a
compreensdo do processo de deteccdo, processamento e especializagdo do sentido
olfatorio.

Uma notéavel similaridade entre o sistema olfatorio de mamiferos e insetos ¢é
verificada pela organizacdo glomerular do centro de processamento primario cerebral, o
lobo antenal (Galizia et al., 1999). Nas operarias de abelhas meliferas, Joerges et al. (1997)
e Galizia et al. (1997) demonstraram que a atividade glomerular apresenta um padrdo
especifico de excitagdo com simetria bilateral (Galizia et al. 1998). Mas, ndo se sabe ainda
se este padrdo ¢ conservado entre os animais, nos proporcionando uma excelente
justificativa para o desenvolvimento de trabalhos que objetivam identificar os glomérulos
em diferentes insetos e outros organismos. Uma marcante diferenga entre as espécies de
insetos ja estudas sdo os numeros de glomérulos, que na maioria dos exemplos, 0 nimero ¢
limitado, ndo ultrapassando a soma de 100, fato que possibilita a identificacdo de cada uma
dessas estruturas e seu estudo individualizado. Segue alguns exemplos de espécies que

tiveram o lobo antenal mapeado e o respectivo nimero de glomérulos: Drosophila: 43
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(Stocker et al., 1990), Manduca sexta: 63 (Stocker, 1994; Laissue €t al., 1999, Rospars &
Hildebrand, 2000; Ignell et al., 2005, Huetteroth & Schachtner, 2005;), Lobesia botrana:
entre 60 ¢ 71 (Masante-Roca et al., 2005), Agrotis ipsilon: 66 (Greiner et al., 2004).
Entretanto, os insetos sociais da ordem Hymenoptera apresentam maior quantidade de
glomérulos, variando de 164 em Apis mellifera (Flanagan & Mercer, 1989a; Arnold et al.,
1985) até mais de 600 em Apterostigma cf. mayri (630) (Kelber et al., 2009). Podemos
ainda notar a diferenca na quantidade de unidades olfatorias funcionais em outros
exemplos: Atta sexdens: 178 e Atta vollenweideri: 223 (Kleineidam et al., 2005),
Camponotus japonicus. 438 (Nishikawa et al., 2008), Camponotus floridanus: 460
(Arnold et al., 1985; Flanagan & Mercer, 1989; Galizia et al., 1999; Zube et al., 2008),
Cyphomyrmex costatus: 257, Sericomyrmex amabilis: 344, Trachymyrmex septentrionalis:
362, Acromyrmex lundi: 477 (Kelber et al., 2009). A disponibilidade ¢ a facilidade de
acessar tais referéncias s3o de suprema importancia para estudos comparativos sobre a
evolucdo e o papel funcional do sistema olfatério dos insetos.

Masante-Roca et al. (2005) consideram que o nimero de glomérulos se relaciona
mais ao taxon do que com o tamanho do inseto. Em Lepidoptera, por exemplo, o nimero
de glomérulos parece ser constante independente do tamanho da espécie € o mesmo foi
verificado em vespas parasitéides (Smid et al., 2003). Existe um conceito chamado de
Invariancia Glomerular, o qual considera que o numero, a posi¢do ¢ o tamanho dos
glomérulos s3o constantes entre os individuos da mesma espécie e sexo (Chambille &
Rospars, 1981; Rospars, 1983). Nos insetos sociais parece que o alto numero de
glomérulos se refere a diversa demanda do sistema olfatorio, sendo um possivel reflexo do
alto nivel de organizacdo social, baseada no uso de feromodnios e outros compostos
quimicos para a comunicagdo ¢ o reconhecimento parental (Kelber et al., 2009). Além da

quantidade de glomérulos, o tamanho destas unidades também ¢ uma relevante
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caracteristica individual, que pode estar relacionada a capacidade de processamento de
informagoes especificas. Arnold et al. (1985) e Hansson & Anton (2000) identificaram um
glomérulo excepcionalmente grande no lobo antenal no macho das mariposas Helicoverpa
zea e Heliothis virescens, e em conseguintes estudos de estimulagdo neurofisiologica deste
glomérulo, confirmaram sua especificidade na deteccdo e processamento de informagao
olfatoria relacionado ao feromoénio sexual produzido pela fémea das espécies. Esta
afinidade entre estrutura e fungdo foi igualmente verificada em machos de Apis mellifera
(Arnold et al., 1985; Sandoz, 2006).

O que determina o tamanho de um glomérulo ¢ o nimero de terminagdes axonais
do neurdnio de recepgdo olfatéria que cada unidade glomerular apresenta, sendo esta a
caracteristica essencial para a inferirmos sobre a presenga de um macro-glomérulo. Esta
caracteristica particular pode refletir a importancia de um odor na ontogenia de uma
espécie, como no exemplo do ferdmonio sexual (Kelber et al., 2009). Mensuramos o
tamanho de um glomérulo através de ferramentas de softwares especializados, que nos
fornecem medidas em uma dimensio (um) (ImageJ®) ou tridimensionais (AMIRA™) como
o volume do glomérulo (um?). No caso da possibilidade de existir um macro-glomérulo ou
um complexo macroglomerular, uma valiosa informagao que contribui para a inferéncia ¢
o volume destas estruturas em relagdo ao volume dos outros glomérulos do mesmo lobo,
por exemplo, em Attini, Kelber et al. (2009) avaliou um possivel macro-glomérulo com
volume maior que os demais, na escala de 10 a 14 vezes. Em Melipona scutellaris quando
observamos a distribuicdo dos volumes glomerulares em intervalos de 5 x 10° pm’
observamos que a unidade glomerular indicada como macro-glomérulo estd separada da
maioria por pelo menos 25 x 10 ° um’, sendo de 9 a 10 vezes maior que a média de volume

dos glomérulos do segundo intervalo de volume e, de 6 a 6,5 vezes maior que os
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glomérulos do terceiro intervalo de volume, ambos os intervalos compreendem a maioria
dos glomérulos.

A especificidade de odor que um glomérulo é capaz de processar ¢ determinada
também pelo neurdnio de recepcao olfatoria (Hansson & Anton, 2000), ou seja, para cada
glomérulo existe um tipo de neuronio de recepcao olfatéria. Outra caracteristica citada nos
trabalhos da area sobre a existéncia de um macro-glomérulo é a posi¢do que ocupa no
neuropilo. A proximidade da entrada do nervo antenal parece ser a mais comum: Lobesia
botrana (Masante-Roca et al., 2005), Atta sexdens ¢ Atta vollenweideri (Kleineidam et al.,
2005), Camponotus floridanus (Nishikawa et al., 2008; Zube et al., 2008). Nao diferente
neste trabalho, o eleito macro-glomérulo ¢ posicionado ventralmente, ¢ ao lado da entrada
no nervo antenal, aparentemente, inervado pelo tractus TS (Figura 3.5 F, G, H).

Contudo, a expansdo deste tipo de trabalho para varios Hymenoptera sociais veio a
acrescentar informagdes relevantes sobre o peculiar sistema olfatério dos insetos desta
ordem. Recentemente, foi descrita a presenca de um macro-glomérulo em operarias de
formigas cortadeiras Atta vollenweideri e Atta sexdens, os resultados dos testes fisiologicos
preliminares sugerem que esta estrutura estd relacionada a informacgdo olfatoria
proveniente do feromonio de trilha, sendo, portanto, um registro de macro-glomérulo em
casta ndo reprodutiva (Kleineidam et al., 2005). Somando a estas informagdes os
resultados deste capitulo apresentam o primeiro registro de um macro-glomérulo em casta
nao reprodutiva em Apidae. A reconstrugdo do lobo antenal de Melipona scutellaris serviu
como uma ferramenta para identificar uma possivel especializacdo ao nivel do sistema
olfatorio primario, seguindo a premissa de informagdes comportamentais relacionadas a
sua capacidade de deteccdo e processamento de odores especificos, principalmente
relacionados com estratégias de forrageamento e com a defesa do ninho. O glomérulo

hipertrofiado identificado pode revelar uma relagdo entre estrutura e funcdo para estes
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comportamentos. Para abordar a funcionalidade olfatéria destes glomérulos, além da
identificacdo, sdo necessarios estudos eletrofisiologicos, que fardo parte de um projeto
futuro para realizagdo em cooperagdo com a Franca, através da ja estabelecida parceria

com o Dr. Martin Giurfa e Dr. Jean-Christophe Sandoz.
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3.5. Conclusdes

e O lobo antenal de Melipona scutellaris apresenta com a distribuigdo glomerular
semelhante ao lobo antenal de Apis mellifera, porém com maior quantidade de

glomérulos e também com um glomérulo diferenciado dos demais.

e Este glomérulo diferenciado ¢ um forte indicio de especializagdo na deteccdo e

processamento de odores especificos como feromonios.
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ANEXO |

Tabela de Vida, Curva de Sobrevivéncia e Mortalidade de Melipona scutellaris

Material e M étodos

Prepar agao das Abelhas

Favos de cria com pupas de olhos pretos foram retirados de trés coldonias de
Melipona scutellaris e separados em placas de Petri, junto com operarias adultas para
auxiliarem na emergéncia das novas abelhas. As placas de Petri foram mantidas dentro de
uma incubadora a 28°C para garantir o desenvolvimento adequado das pupas. A cada nova
emergéncia, a abelha era retirada da placa, identificada e introduzida na colonia de
observacdo. No total, 130 individuos foram marcados e depois de 10 minutos, tempo
suficiente para secar a tinta, foram introduzidos na colonia de observacdo. O indice de

rejei¢do destas abelhas foi de aproximadamente 5%, ou seja, 6 abelhas).

Coleta de Dados

As observagdes seguiram um protocolo de observacao direta (anexo 1) realizada 5
vezes ao dia, em horarios aleatorios. O tempo de observagdo variou de no minimo 40’ a no
maximo 1 hora, somando em média 3h 30min/dia de observagdo. Neste protocolo era
registrada a tarefa que as abelhas marcadas estavam realizando, no final de cada dia, havia
informacdo sobre a idade das abelhas marcadas e as atividades que estavam

desempenhando no momento das observagdes. As atividades que compuseram o protocolo
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de observacdo seguem apresentadas por ordem crescente da idade de realizacdo:
enfermeira, constru¢do de célula, POP (processo de aprovisionamento e postura de ovos),
construcao de potes de alimento, constru¢do do involucro, manipulagdo e retirada do lixo
da coldnia, desidratagdo de néctar, depdsito de alimento nos potes, forrageamento. Este
protocolo foi montado seguindo a arquitetura do ninho dentro da caixa de observacao
(Figura), concentricamente, do favo para o ambiente externo. No centro da coldnia esta a
regido da cria, os favos, nos seus arredores, os potes de alimentos, ambos envoltos pelo
involucro, na periferia da colonia, separadamente uma da outra estdo, a area de
concentragdo do lixo e as areas onde as abelhas desidratam o néctar e, por ultimo, a saida

da abelha para o ambiente externo.

Andalise dos Dados

A analise dos protocolos de observagao permitiu a confec¢do de uma tabela de vida,
juntamente com as curvas de natalidade (IX) e mortalidade (dx) dos individuos da colonia.
A tabela foi construida em intervalos de idade de 5 dias e informa: o nimero de individuos
vivos em cada intervalo de idade (IX), o nimero de individuos mortos em cada intervalo de
idade (dx), a propor¢do de individuos mortos em cada intervalo de idade (Ox) e a

expectativa média de vida em cada intervalo de idade (ex).
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