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RESUMO

SIMOES, Talitta Guimaraes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Efeito do horménio juvenil 111 em fémeas e machos de Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera, Apidae): caracteristicas morfométricas. Orientador: Lucio Antdnio
de Oliveira Campos. Coorientadores: Luciane Cristina de Oliveira Lisboa e José
Eduardo Serréo.

Abelhas do género Melipona possuem mecanismo de determinacdo das castas
trofogenético. O nivel de horménio juvenil (HJ) em certas fases do desenvolvimento
larval determina as caracteristicas das fémeas. Fémeas e machos diploides de Melipona
quadrifasciata que, na fase pré defecante, recebem aplicacdo tépica de HJ desenvolvem
caracteristicas morfoldgicas externas de rainha. Este trabalho baseou-se em dados
morfométricos para investigar o efeito do HJ Il no desenvolvimento de machos
haploides e dipldides de Melipona quadrifasciata e comparar estes efeitos com o0s
efeitos ja conhecidos em fémeas desta espécie. Foram utilizados dez individuos de cada
tratamento, sendo operarias, rainhas naturais, rainhas produzidas a partir da aplicacdo
topica de HJ, machos hapldides naturais, machos haploides que receberam aplicacao de
HJ mas néo se diferenciaram, machos haploides que receberam aplicacédo topica de HJ e
desenvolveram caracteristicas de rainha (QLM — Queen-Like Male), machos diploides
naturais, machos diploides que receberam aplicacdo topica de HJ mas ndo se
diferenciaram e QLM dipldides. As medidas anatdbmicas analizadas foram largura do
olho composto, largura da tibia, comprimento do aparelho bucal, comprimento da
mandibula, distancia intertégula e distancia interorbital. Todas as medidas
possibilitaram a separacdo dos individuos em grupos, no entanto o comprimento do
aparelho bucal foi a medida com diferencas mais significativas entre os tratamentos.
Rainhas naturais e rainhas produzidas a partir do efeito do HJ possuem medidas
semelhantes. QLM haploides e dipldides apresentaram as varidveis medidas com
tamanhos semelhantes as das rainhas naturais e produzidas a partir da aplicagéo topica
de HJ. Operarias se mostraram mais semelhantes aos machos do que as rainhas quanto a
maior parte das maioria das varidveis medidas e, em geral, as operarias apresentam
médias de tamanho maiores e as rainhas menores. Macho diploides e hapldides naturais

possuem medidas proximas, o que ndo permite a diferenciacdo visual desses individuos.



Os dados corroboram que o HJ é o principal responsavel pela diferenciagdo das
caracteristicas especificas de cada castas, assim, em altos niveis ele acarreta o

aparecimento das caracteristicas de rainha, independente do genotipo.
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ABSTRACT

SIMOES, Talitta Guimaraes, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, february, 2011.
Effect of juvenile hormone 11l in females and males of Melipona quadrifasciata
(Hymenoptera, Apidae): morphometric characteristics. Adviser: Lucio Antonio de
Oliveira Campos. Co-advisers: Luciane Cristina de Oliveira Lisboa and José Eduardo
Serrao.

The bees of Melipona genus have trofogenetic mechanism to determination of
caste. The level of juvenile hormone (JH) in several stages of larval development
determines the characteristics of females. Diploid males and females of Melipona
quadrifasciata that, in last instar larvae, received topical JH develop external
morphological characteristics of queen. This work was based on morphometric data to
investigate the effect of JH Il in the development of haploid and diploid males of
Melipona quadrifasciata and compare morphological characteristics of them with
morphological characteristics already known in females of this species. Ten individuals
were used for each treatment; workers, natural queens, queens produced from the
topical application of JH, natural haploid males, haploid males received application of
JH but did not differ, haploid males that received topical application of JH and
developed features of queens (QLM - Queen-Like Male), natural diploid males, diploid
males that received topical application of JH but did not differ and diploid QLM. The
anatomical averages analyzed were: width of compound eyes, width of tibia, length of
mouthparts, length of mandible, intertegule distance and interorbit distance. All
averages allowed the separation of individuals into groups. However, the lengths of the
mouthpart averages were differences most significantly between treatments. Natural
queens and queens produced from the effect of JH had similar averages. Diploid and
haploid QLM showed average variables with similar size in the natural queens and
queens produced from topical application of JH. Workers were more similar to males
than the queens in the most averages variables and, in general, the workers presented
average size more than queens. Natural diploid and haploid males had close averages,
which does not allow visual differentiation of these individuals. The dates confirm that

the JH is primarily responsible for the differentiation of specific characteristics of each

Xii



caste, and, in the high levels of it causes the appearance of the characteristics of queen,

independent on genotype.
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I. INTRODUCAO

Segundo Kerr (1948), as abelhas do género Melipona possuem mecanismo de
determinacédo das castas trofogenético, ou seja, ovos que originam fémeas sdo de dois
tipos, geneticamente diferentes: duplo heterozigotos para os dois loci envolvidos no
processo de determinacdo das castas, que quando adequadamente alimentadas dao
origem a rainhas, e homozigotos para um ou para dois loci, que originam operarias
(Kerr et al., 1966; Kerr et al., 1975; Kerr et al., 1996).

O horménio juvenil (HJ) esta envolvido no processo de determinacao das castas
e é seu nivel em certas fases do desenvolvimento larval que determina as caracteristicas
das fémeas de abelhas (Asencot & Lensky, 1988; Hartfelder et al., 2006). Wirtz (1973)
mostrou que, em Apis mellifera, este hormoénio desempenha um papel importante na
determinacédo das caracteristicas morfoldgicas externas derivadas dos discos imaginais,
assim, larvas femininas com altos niveis de HJ desenvolvem caracteristicas de rainha.
Nas abelhas sem ferrdo, Campos et al. (1975) mostraram que a aplicacdo topica de HJ
sintético em larvas femininas na fase pré defecante pode produzir até 100% de rainhas,
acredita-se entdo que a alimentacdo diferencial (associada a homozigose ou
heterozigose nos dois loci envolvidos no processo de diferenciacdo das castas, no
género Melipona) levaria a um padréo de sintese de HJ tipico de cada uma das castas. O
nivel de HJ, por sua vez, regularia uma atividade diferencial de genes que levariam ao
fenotipo tipico da casta correspondente (Judice et al., 2006).

Camargo (1977) demonstrou que, em machos diploides de Melipona
quadrifasciata, larvas na fase pré defecante tratadas com HJ sintético desenvolvem

caracteristicas morfologicas externas de rainha.



Em abelhas, como na maioria dos Hymenoptera, ovos fertilizados produzem
fémeas que sdo dipldides (2n) e ovos néo fertilizados ddo origem aos machos hapldides
(n) (Michener, 2000). Em populacdes endogamicas, entretanto, ovos fertilizados podem
se desenvolver em machos diploides, isto ocorre porque, segundo Whiting (1943), o
sexo nos Hymenoptera é determinado por uma série de alelos em um anico locus
génico, que ficou entdo conhecido como locus CSD (Complementary Sex
Determination), o locus CSD pode estar em heterozigose, hemizigose ou homozigose,
desenvolvendo, respectivamente, fémeas, machos haploides e machos dipldides.

Em Melipona quadrifasciata cerca de 50% das colénias em que a rainha acasala-
se com um irméo produzem machos dipldides e, neste caso, nasce em média um macho
diploide para cada operaria. Machos dipldides possuem desenvolvimento pré imaginal
normal, no entanto, apds a emergéncia a longevidade méaxima é de 17 dias, contrastando
com a de machos haploides e operéarias, de 30 e 190 dias, respectivamente (Camargo,
1982). Em condicGes naturais os acasalamentos devem ser ao acaso, sendo dificil a
ocorréncia de machos dipléides.

Machos haploides e dipléides de Melipona quadrifasciata assemelham-se
quanto a aparéncia externa (Camargo, 1979), podendo ser distinguidos principalmente
por analises citogenéticas. Estudos morfoldgicos mostram também que eles diferem
quanto ao comprimento dos testiculos (menor nos machos diploides, em comparacao
aos dos machos hapléides) e pela largura do térax (maior em machos dipl6ides)
(Irsigler, 2002).

O uso da comparacdo de caracteristicas morfolégicas tem sido uma importante
ferramenta para diferenciar espécies, subespécies ou ainda individuos de sexo ou castas

diferentes dentro de uma mesma espécie. Assim, a morfometria pode ser tdo eficaz



quanto técnicas de biologia molecular e citogenética (Francoy & Imperatriz-Fonseca,
2010).

Este trabalho utilizou dados morfométricos para analizar o efeito do HJ Il no
desenvolvimento de machos haploides e dipldides de Melipona quadrifasciata e

comparar estes com os efeitos ja conhecidos em fémeas desta espécie.



Il. MATERIAIS E METODOS

Obtencéo do material

O material foi obtido a partir de col6nias de Melipona quadrifasciata mantidas

no Apiario Central da Universidade Federal de Vigosa.

11.1. Producéo de machos diploides

Favos de cria nascente de colbnias de Melipona quadrifasciata que estavam
produzindo machos haploides foram retirados, colocados em placas de Petri forradas
com papel de filtro e mantidos em incubadora a 28°C. Diariamente os favos de cria
foram desoperculados para a retirada e separacdo dos adultos emergentes, os quais
foram alimentados com mel de Apis mellifera diluido em agua e polen fermentado
(Camargo, 1974).

Rainha e macho sexualmente maduros de uma mesma colénia foram colocados
em uma pequena caixa de madeira de 14 X 8 X 5,5 cm com tampa de vidro e deixados
em contato até ocorrer a copula.

Foram utilizadas duas colbnias para a retirada de favos de cria, realizados oito
cruzamentos entre machos e rainhas irmdos para cada coldnia, totalizando 16
cruzamentos.

Rainhas fecundadas foram marcadas e transferidas para placas de Petri, forradas
com papel de filtro, com alimentadores e algumas operarias nutrizes. As placas foram

mantidas em incubadora por 5 a 10 dias, sendo adicionadas operarias nutrizes todos os



dias. Apos este periodo, a rainha e as operarias foram transferidas para caixas de
madeira de 16 X 16 X 13 cm, contendo cerume. As coldnias foram providas diariamente
de alimento e operérias nutrizes, durante cerca de um més. Quando as rainhas se
tornaram fisogastricas foram transferidas para coldnias em boas condicGes, previamente
orfanadas.

Apos iniciada a postura da rainha foi retirado um favo de cria com larvas pos
defecantes de cada colonia para a andlise citogenética. Para essa analise foi utilizado o
ganglio cerebral, de acordo com Imai et al. (1988): as larvas foram dissecadas e 0s
ganglios cerebrais dos machos (identificados por suas gbnadas) retirados e mantidos em
solucdo hipotdnica-colchicina, na concentracdo de 0,005 por uma hora, posteriormente,
os ganglios cerebrais foram transferidos para lamina, lavados com o fixador I (1,5 ml de
acido acético, 1,5 ml de etanol e 2 ml de &gua), realizada a dissocia¢do do tecido
ganglionar e aplicadas algumas gotas do fixador Il (propor¢éo de 1:1 de &cido acético e
etanol) e, em seguida, o fixador Ill (acido acético glacial); as laminas foram deixadas
por 24 horas em temperatura ambiente e protegidas da luz para total evaporacdo dos
fixadores e, decorrido este tempo, foram observadas ao microscépio de contraste de fase

para a contagem dos cromossomos metafasicos.

I11.2. Tratamento com Hormoénio Juvenil 111

Foram retiradas larvas pré defecantes de favos de cria das colonias que estavam
produzindo machos diploides e de col6nias produzindo machos haploides, as quais
foram transferidas para placas de Petri forradas com papel de filtro. Cada larva recebeu,

topicamente, 2 pl de solucdo de HJ Il (SIGMA-ALDRICH), diluido em acetona na



concentracdo de 1 pg/pl, com o auxilio de um microcapilar (DRUMMOND), com
volume aferido em 1 pl. O grupo controle foi constituido por larvas do mesmo instar,
tratadas topicamente com 2l de acetona.

As larvas dos grupos experimental e controle foram transferidas para cupulas
feitas com cera de Apis mellifera, montadas em placas de cultura de fundo chato com 24
pocos e mantidas em incubadora a 28°C. As cupulas de cera foram trocadas
constantemente para evitar o acimulo de fezes.

Apbs a pupacdo ja era possivel identificar algumas caracteristicas que
distinguiam, sob diversos aspectos, os individuos: machos de fémeas, rainhas de
operarias e machos tipicos (hapldides ou dipldides) dos que apresentam caracteristicas

de rainhas, sendo estes denominados QLM (Queen-Like Male).

11.3. Analises Morfométricas

Cerca de trés a seis dias ap6s emergirem, dez individuos de cada tratamento:
rainhas naturais, operarias, rainhas produzidas a partir da aplicacdo de HJ (denominadas
rainha HJ), machos hapldides naturais, machos haploides que receberam aplicacdo de
HJ mas ndo se diferenciram (denominados macho hapléide HJ), QLM haploides,
machos dipléides naturais, machos diploides que receberam aplicacdo de HJ mas néo se
diferenciram (denominados macho dipl6ide HJ) e QLM diploides foram fotografados ao
microscopio estereoscopio e foram feitas medidas de algumas de suas estruturas
externas (Figura 1): distancia interorbital, distancia intertégula, largura do olho
composto, comprimento do aparelho bucal, comprimento da mandibula e largura da

tibia.
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Figura 1- Esquema mostrando diferentes regides e estruturas do corpo de uma operaria
de Melipona quadrifasciata. a) cabeca, onde foi medida a distancia interorbital (seta 1);
b) cabeca, vista lateral, onde foram medidas a largura do olho composto e o
comprimento da mandibula (setas 2 e 3, respectivamente); c¢) aparelho bucal, que foi
medido desde o premento até a extremidade da glossa (seta 4); d) térax, onde foi medida
a distancia intertégula (seta 5); e) tibia, medindo sua largura como indicado (seta 6).
Este esquema foi feito baseado nas pranchas de Camargo et al. (1967).



A distancia interorbital foi medida entre os limites internos dos olhos compostos,
no ponto mais concavo entre eles. A distancia intertégula foi medida tracando uma linha
sobre 0 mesoscuto, entre as tégulas, em sua regido mais convexa. A largura do olho
composto foi medida tracando uma linha horizontal na altura da metade de seu
comprimento. O comprimento do aparelho bucal foi medido do premento até o final do
comprimento da glossa. O comprimento da mandibula foi medido desde sua articulagdo
até o seu ponto mais extremo. A largura da tibia foi medida tracando uma linha
horizontal em sua extremidade mais alargada, aproximadamente a 0,6 mm da borda.

As medidas foram realizadas com o auxilio do Programa Image-Pro Plus.

As andlises foram realizadas no software SAS programa 9.0 (SAS Institute
2002), para a realizacdo dos testes de homegeneidade de variancias (teste de Levene,
teste de Brown e Forsythe e teste de Bartlett), analise multivariada de componentes
principais, analise de variancia (ANOVA) e teste de médias das variaveis, comparadas
pelo teste de Duncan em nivel de significancia de 5% (a = 0,05).

As varidveis (distancia interorbital, distancia intertégula, largura do olho
composto, comprimento do aparelho bucal, comprimento da mandibula e largura da
tibia) foram analisadas em conjunto, por meio da analise de Componentes Principais
(CPs), para gerar supervariaveis que pudessem representar a variacdo nas medidas
anatdmicas para os diferentes tratamentos. Cada CP representa o conjunto de medidas
anatbmicas com maior covariéncia entre si, permitindo agrupar as variaveis e analisa-las
em conjunto. Os componentes principais gerados na analise podem ser tratados como
indices, que agregam a informagdo da variagdo em cada medida anatémica, de modo
proporcional a sua importancia na diferenciacdo dos grupos de abelhas. Os valores

destes componentes sd@o gerados por equacdes cujos coeficientes correlacionam as



variaveis entre si e sdo proporcionais a importancia de cada uma delas para a variagdo

geral.



I11. RESULTADOS

I11.1. Producédo de machos dipléides

Do total de cruzamentos realizados aproximadamente 50% das rainhas morreram
ou foram substituidas nas coldnias, cerca de 25% realizaram postura mas néo
produziram machos diploides e aproximadamente 25% foram aceitas, realizaram

postura e produziram machos diploides.

111.2. Tratamento com HJ 111

Larvas das caixas que estavam produzindo machos diploides, tratadas com 2 pl
de solucdo de HJ Ill diluido em acetona, deram origem a 34% de rainhas HJ, 14% de
QLM diploides, 28% de machos diploides HJ e 24% de mortos ou deformados (Figura
2).

Larvas das caixas que estavam produzindo machos haploides, tratadas com 2 pl
de solucdo de HJ Il diluido em acetona, deram origem a 6% de rainhas HJ, 11,5% de
QLM haploides, 23,5% de machos hapldides HJ e 59% de mortos ou deformados
(Figura 3).

Entre os machos sobreviventes, a resposta ao efeito do HJ foi igual, em ambos
haploides e diploides 67% mantiveram as caracteristicas normais e 33% tornaram-se
QLM.

Individuos dos diferentes tratamentos sdo apresentados na Figura 4.
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Figura 2 - Resultados da aplicacdo topica de HJ em larvas das caixas que estavam

produzindo machos diploides.
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Figura 3 - Resultados da aplicacdo topica de HJ em larvas das caixas que estavam

produzindo machos haploides.
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Figura 4 — Fotografia dos individuos. a) operaria; b) rainha natural; ¢) rainha produzida
pelo efeito da aplicacdo de HJ; d) macho haploide natural; €) macho haploide que
recebeu aplicacdo de HJ mas ndo se diferenciou de machos haploides naturais; f) QLM
haploide produzido pelo efeito da aplicacdo de HJ; g) macho dipléide natural; h) macho
dipléide que recebeu aplicacdo de HJ mas ndo se diferenciou de machos diploides

naturais; i) QLM dipléide produzido pelo efeito da aplicacdo de HJ.
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111.3. Anéalises Morfométricas

Machos adultos sdo diferenciados de fémeas a partir da visualizacao da genitalia
sob lupa. Rainhas e operarias podem ser distinguidas visualmente pelo tamanho do olho
composto (menor nas rainhas) e propor¢des corporais, como a relacéo entre tamanho da
cabeca, do torax e do abddmen (rainhas possuem cabeca e térax menor e abddémen
maior). Entdo, comparavam-se os machos com fémeas das duas castas, aqueles que
possuiam olhos compostos e propor¢des corporais de operarias ndo responderam ao HJ
e 0s que se aproximavam morfologicamente as rainhas responderam ao HJ, sendo
denominados QLM.

Todas as variaveis mostraram-se estatisticamente homogeneas em cada medida
anatdmica para cada tratamento. O valor médio de cada medida anatémica para cada
tratamento esta apresentado na tabela 1.

Os trés primeiros componentes principais gerados (CP1, CP2 e CP3)
representam, em conjunto, 97% da variacdo que ocorre no grupo de variaveis (medidas
anatdmicas). O CP1 foi o componente mais representativo (responde por 86% da
variacdo) e representa as medidas observadas que possuem maior capacidade de
discriminar os grupos de abelhas estudados.

A andlise dos valores de coeficientes de cada CP permite distinguir qual o
conjunto de variaveis representado por cada componente principal. O CP1 é
representado principalmente pelo comprimento do aparelho bucal, o CP2 € representado
principalmente pela distancia intertégula, comprimento da mandibula, largura da tibia e
largura do olho composto, respectivamente, e 0 CP3 ¢ representado principalmente pela

distancia interorbital (Tabela 2).
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Tabela 1 — Tamanho meédio * erro padréo de cada variavel para cada tratamento, em milimetros.

Tratamento Operaria Rainha Rainha HJ Macho Macho QLM Macho Macho QLM
natural haploide haploide HJ haploide diploide diploide HJ diploide
Medidas natural natural
Comp. do 5,1011+0,27 4,0746+0,16 3,6971+0,21 54602+0,09 5,9061+0,09 4,5402+0,24 52721+0,19 52561+0,27 4,5695+0,18
ap. bucal (BC) (DE) (E) (AB) (A) (CD) (B) (B) (CD)
Distancia 2,9665+0,03 2,5845+0,02 2,6202+0,05 2,9027+0,05 2,9679+0,04 2,6787+0,06 3,0693+0,03 2,7782+0,08 2,8659 + 0,09
intertégula (AB) (E) (DE) (ABC) (AB) (DE) (A) (CD) (BC)
Comp. da 1,7307+£0,02 1,3257+0,01 1,4194+0,05 1,4215+0,02 1,3556+0,02 1,1906+0,03 1,4779+0,03 1,3448+0,04 1,3672+0,04
mandibula (A) (©) (BC) (BC) © (D) (B) © ©
Larg. da 1,1646 £0,01 0,7636+0,01 0,7474+0,02 0,9263+0,01 0,8711+0,02 0,8256+0,03 1,0138+0,02 0,9412+0,02 0,8259 + 0,02
tibia (A) (EF) (3] (©) (CD) (DE) (B) © (DE)
Larg. do 0,9011+0,02 0,5778+0,01 0,6234+0,05 0,9111+0,02 0.8566+0,02 0,7444+0,04 0,8885+0,02 0,7564+0,02 0,8153+0,01
olho comp. (A) (D) (D) (A) (AB) © (AB) © (BC)
Distancia 2,6337+0,01 2,4395+0,02 24289+0,04 2,2242+0,02 2,2547+0,02 2,1512+0,02 2,4253+0,02 2,3489+0,02 2,2346 + 0,06
interorbital (A) (B) (B) (D) (CD) (D) (B) (BC) (D)

Linhas com mesma(s) letra(s) ndo tem diferenca significativa (F=12,22; F=8,61; F=17,36; F=27,94; F=19.70; F=18,52)
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Tabela 2 — Medidas anatdmicas mais representativas para cada CP

CP1 CP2 CP3
Comprimento do aparelho Distancia intertégula Distancia interorbital
bucal

Comprimento da

mandibula

Largura da tibia

Largura do olho composto

Os resultados permitem inferir que o comprimento do aparelho bucal é a medida
mais importante para diferenciar esses grupos de abelhas, no entanto, todas as medidas
analisadas separadamente permitem esta diferenciacdo. Entdo, para entender como cada
variavel contribui para a diferenciacdo ou agrupamento dos tratamentos, elas foram

analisadas de modo univariado.
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Analisando o comprimento do aparelho bucal, os tratamentos foram
diferenciados em sete grupos: i) macho hapléide HJ (grupo A); ii) macho hapldide
natural (grupo AB); iii) macho diploide natural e macho dipléide HJ (grupo B); iv)
operaria (grupo BC); v) QLM haploide e QLM diploide (grupo DC); vi) rainha natural

(grupo DE); vii) rainha HJ (grupo E) (Tabela 1 e Figura 5).

6,0000 A5

DE

Tamanho (mm)
_00
o
o
o
o

Figura 5 — Diferenciacao de grupos entre os tratamentos, de acordo com o comprimento
aparelho bucal. Barras com mesma(s) letra(s) ndo tem diferenca significativa (F=12,22;

n=10; P < 0,001).
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Analisando a distancia intertégula, os tratamentos foram diferenciados em sete
grupos: i) macho diploide natural (grupo A); ii) macho haploide HJ e operéria (grupo
AB); iii) macho haploide natural (grupo ABC); iv) QLM diploide (grupo BC); v) macho
diploide HJ (grupo DC); vi) QLM hapldéide e rainha HJ (grupo DE); vii) rainha natural

(grupo E) (Tabela 1 e Figura 6).

A
3,0000 - AB A8 aBC  BC cD
DE DE E

Tamanho (mm)

Figura 6 — Diferenciacdo de grupos entre os tratamentos, de acordo com a distancia
intertégula. Barras com mesma(s) letra(s) ndo tem diferenca significativa (F=8,61;

n=10; P < 0,001).
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Analisando o comprimento da mandibula, os tratamentos foram diferenciados
em cinco grupos: i) operaria (grupa A); ii) macho dipléide natural (grupo B); iii) macho
haploide natural e rainha HJ (grupo BC); iv) QLM diploide, macho hapl6ide HJ, macho
diploide HJ e rainha natural (grupo C); v) QLM haploide (grupo D) (Tabela 1 e Figura

7).

BC C

Tamanho (mm)
‘!_\
o
(e)
o
o

Figura 7 — Diferenciacdo de grupos entre os tratamentos, de acordo com o
comprimento da mandibula. Barras com mesma(s) letra(s) ndo tem diferenca

significativa (F=17,36; n=10; P < 0,001).
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Analisando a largura da tibia, os tratamentos foram diferenciados em sete
grupos: i) operéaria (grupo A); ii) macho diploide natural (grupo B); iii) macho dipldide
HJ e macho haploide natural (grupo C); iv) macho haploide HJ (grupo CD); v) QLM
haploide e QLM diploide (grupo DE); vi) rainha natural (grupo EF); vii) rainha HJ

(grupo F) (Tabela 1 e Figura 8).

Tamanho (mm)

Figura 8 — Diferenciacdo de grupos entre os tratamentos, de acordo com a largura da
tibia. Barras com mesma(s) letra(s) ndo tem diferenca significativa (F=27,94; n=10; P <

0,001).
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Analisando a largura do olho composto, os tratamentos foram diferenciados em
cinco grupos: i) macho hapléide natural e operaria (grupo A); ii) macho dipldide natural
e macho hapléide HJ (grupo AB); iii) QLM dipldide (grupo BC); iv) macho diploide
HJ, QLM hapldéide (grupo C); v) rainha HJ e rainha natural (grupo D) (Tabela 1 e

Figura 8).

Tamanho (mm)
o
(o)
o
o
o

Figura 9 — Diferenciacdo de grupos entre os tratamentos, de acordo com a largura do
olho composto. Barras com mesma(s) letra(s) ndo tem diferenca significativa (F=19.70;

n=10; P < 0,001).
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Analisando a distancia interorbital, os tratamentos foram diferenciados em cinco
grupos: i) operaria (grupo A); ii) rainha natural, rainha HJ e macho diploide natural
(grupo B); iii) macho dipldide HJ (grupo BC); iv) macho haploide HJ (grupo CD); v)
QLM dipldide, macho haploide natural e QLM haploide (grupo D) (Tabela 1 e Figura

10).
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Figura 10 — Diferenciagdo de grupos entre os tratamentos, de acordo com a distancia
interorbital. Barras com mesma(s) letra(s) ndo tem diferenca significativa (F=18,52;

n=10; P < 0,001).
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IV. DISCUSSAO

O tratamento de larvas no ultimo instar de machos haploides e diploides de
Melipona quadrifasciata com HJ produziu individuos com caracteristicas de rainha, 0s
QLM, mostrando que ambos respondem de forma semelhante ao tratamento com HJ.
Camargo (1977) obteve macho dipldides com tais caracteristicas e atribui essa
capacidade exatamente ao fato desses machos serem dipldides.

Segundo Hartfelder (2006), em fémeas, a dupla heterozigose nos loci envolvidos
no processo de determinacdo das castas, associada a alimentacao adequada, provoca um
aumento nos titulos de HJ casta-especifico e é exatamente isto que determina as
caracteristicas de rainhas. Os dados aqui obtidos mostram que o HJ é o principal fator
envolvido na determinacdo das caracteristicas de rainha, ndo somente pelo aumento dos
titulos enddgenos deste horménio nas larvas femininas duplo heterozigotas como
também por sua aplicacdo topica em larvas de ultimo instar.

Desta forma, o fato dos machos diploides possuirem dois conjuntos
cromossdmicos e poderem possuir 0s genes responsaveis pela determinacdo das castas
em dupla heterozigose ndo é o fator preponderante na resposta ao tratamento com HJ.
Exceto quanto a medida da distancia interorbital, QLM hapléides e dipl6ides sempre
apresentaram as medidas de suas estrutura semelhantes as das rainhas. Além disso, 0
efeito do HJ na diferenciacdo das estruturas de machos hapldides e diploides se
mostrou, de maneira geral, semelhante.

Os resultados mostram também que rainhas naturais e rainhas produzidas a partir
de larvas femininas tratadas com HJ possuem medidas semelhantes e, como a obtencgéo

de rainhas pode chegar a 100% das larvas que receberam a aplicacdo de HJ (Campos, et
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al., 1975), podemos concluir que todas as larvas femininas possuem a capacidade de se
tornarem rainhas quando o nivel do HJ atinge determinados niveis. Estudos quanto a
capacidade destas rainhas de copular e produzir prole viavel ainda ndo sdo conclusivos.
De acordo com Assis et al. (dados ndo publicados), ovarios de rainhas produzidas a
partir da aplicacdo de HJ, recém emergidas, apresentam ovarios com caracteristicas
aparentemente normais, de acordo com dados morfolégicos e ultraestruturais.

Machos dipléides em Melipona nao ocorrem em condi¢des normais, pois quando
sdo produzidos as operarias da col6nia os matam e a rainha, além disso, se eles ndo
forem eliminados pelas operérias, vivem menos que machos hapldides e operarias.
Machos diploides e haploides naturais possuem medidas proximas, o que ndo permite a
diferenciacdo visual desses individuos.

As operarias se mostraram morfologicamente mais semelhantes aos machos do
que as rainhas no que se refere maior parte das estruturas medidas. O comprimento do
aparelho bucal e a distancia interorbital constituem excecdes. A similaridade entre
operarias e machos ja havia sido observada por Kerr (1974; 1978), que atribuiu tal
similaridade fenotipica ao fato dos genes feminilizantes ndo funcionarem nas operarias
e ndo levarem ao aparecimento das caracteristicas femininas (exclusivas da rainha),
assim elas teriam aparéncia feminina quanto aos ovarios e genitalia e aparéncia
masculina quanto a quase todas as demais caracteristicas (Kerr, 1974; Garofalo et al.,
1975).

Analisando o perfil de hidrocarbonetos cuticulares em Melipona quadrifasciata,
Borges et al. (dados ndo publicados) mostraram que machos hapldides e operarias
possuem perfil bastante similar e que o com relacgéo a esse perfil machos diploides sdo

mais semelhante as operarias que aos machos haploides, segundo os autores, este
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resultado pode ser explicado por serem os machos dipléides e as operarias individuos
diploides, apresentando niveis similares de expressdo génica, o que pode refletir na
producdo similar de enzimas que regulam o padrdo sintese dos hidrocarbonetos. Os
resultados deste trabalho também mostram uma tendéncia para a maior similaridade
entre machos dipldides e operérias.

De modo geral, as estruturas medidas foram maiores nas operarias que nas
rainhas. Estas estruturas estdo relacionadas a execucdo de tarefas proprias das operarias
como limpeza e defesa da col6nia, coleta e processamento de alimento, manipulacéo de
cerume, entre outros. Os machos, apesar de ndo contribuirem para a manutencdo da
col6bnia, coletam alimento para consumo préprio, o que explicaria seus aparelhos bucais
alongados e possuem corpo mais robusto e olhos compostos maiores que as rainhas
(semelhante as operarias) caracteristicas que estariam envolvidas com grande

capacidade de véo e acuidade visual, fatores importantes para a reproducéo.
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