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RESUMO

SOUZA, Edmilson Amaral de, D.Sc. Universidade Fatlde Vicosa, novembro
de 2010.Estudo comportamental, perfil dos hidrocarbonetos aticulares
e morfologia das glandulas mandibulares e intramantulares de rainhas
de Méelipona scutellaris com diferentes idadesOrientador: José Eduardo
Serrdo. Co-orientadores: Clévis Andrade Neves a@oLAatonio de Oliveira
Campos.

As rainhas virgens délelipona scutellarisassim como outras espécies do
géneroMelipong sdo atacadas e mortas pelas operarias. Coma gasica
informagéo sobre o reconhecimento destas rainhrgensd, este trabalho teve
como objetivo testar a hipétese de que as rainligens deM. scutellarissao
reconhecidas pelas operarias pelo uso de sinaimiaps. Para tanto, o
comportamento, o perfil de hidrocarbonetos cutimdae a morfologia das
glandulas mandibulares e intramandibulares dashaairvirgens em diferentes
idades foram analisados. As rainhas virgensMdescutellaris sdo atacadas e
mortas pelas operarias em média quando tem seteddiaddade. Este ataque é
precedido pelo contato das antenas das operariagbddmen das rainhas e
posterior decapitacdo das mesmas. O perfil de ¢adoonetos cuticulares é
diferente entre rainhas virgens com diferentesadaarainhas fisogastricas, bem
como entre rainhas virgens sob influéncia ou naorail@ha fisogastrica. As
células secretoras das glandulas mandibularesamandibulares das rainhas de
M. scutellaris apresentaram caracteristicas que indicam a mat&0 no
metabolismo de lipidios. Considerando que as rainhayens sao atacadas a
partir de sete dias de idade e neste periodo @masperfis de hidrocarbonetos
cuticulares diferentes das rainhas virgens recéergidas, sugerimos que exista
um reconhecimento quimico das rainhas virgens pidasarias. Além disso, as
glandulas mandibulares e intramandibulares podenicipar da sintese de

compostos que participem da comunicacao quimida aeglha.



ABSTRACT

SOUZA, Edmilson Amaral de, D.Sc. Universidade Fatde Vicosa, November
of 2010. Behavioural study, -cuticular hydrocarbon profiles ad
morphology of the mandibular and intramandibular glands of the
gueens ofMelipona scutellaris with differents ages.Adviser: José Eduardo
Serrdo. Co-Advisers: Clovis Andrade Neves and Luaionio de Oliveira
Campos.

The virgin queens dielipona scutellarisas others species of the genus
Melipong are attacked and killed for workers. As exist fefiormation about
recognition of this virgin queens, this work hadpaspose to test the hypothesis
that the virgin queens d¥l. scutellarisare identified by workers for the use of
chemical signal. For this, the behaviour, the addgichydrocarbon profiles and the
morphology of the mandiublar and intramandibulangls of the virgin queens
was analysed. The virgin queens Mf scutellarisare attacked and killed for
workers in average with seven days of age. Thachktis antedate by contact of
the antenna of the workers in the abdomen of theewm and posterior
decapitation. The cuticular hydrocarbon profil@iferent between virgin queens
with different ages and fisogastric queens, as éetwvirgin queens under
influence or not of the fisogastric queen. The sixy cells of the mandibular and
intramandibular glands of the queendvbfscutellarisshowed characteristics that
indicate the participation in the lipids metabolis@onsidering that the virgin
gueens are atacked as from seven days of age anbisoperiod they have
cuticular hydrocarbon profiles differents of thegim queens newly-emerged, we
suggest that exist a chemical recognition of thegini queens by workers.
Furthermore, the mandibular and intramandibulandgacould to participate of
the synthesis of compounds that contribute withmibal communication in this
bee.

Vi



INTRODUCAO GERAL
Os insetos sociais podem ser distinguidos com@muupo de acordo com

trés caracteristicas: individuos da mesma espé@wpecam com o cuidado da
cria; ha uma divisdo reprodutiva de trabalho, cowfividuos mais estéreis ou
menos estéreis trabalhando ao lado de individuaséms; e sobreposicao de, no
minino, duas geracdes em estagios de vida capazamttibuir com a divisdo de
trabalho na colbnia. Dentre os insetos sociaiesg&ontrados os cupins, formigas,

vespas e abelhas (Wilson, 1971).

As abelhas sao classificadas em niveis que vamldéarims a altamente
eussociais. De acordo com Michener (1974), a ¢iesgéio das abelhas em
relacédo a sociabilidade considera: divisdo de linabaobreposicdo de geracoes e
também armazenamento de provisées. A divisdo talta entre os individuos
do grupo pode ocorrer em individuos com morfologgamelhante, mas com
comportamentos diferentes, ou em individuos com faolugia e fisiologia
diferentes executando funcdes diferentes no glNpsobreposicado de geracdes a
fémea normalmente tem contato com a prole. No anaamento de provisdes, as

abelhas coletam o alimento na fonte e o levam gamdbnia.

As abelhas solitarias ndo formam col6nias, sengoagfémea constroi as
células de cria, aprovisiona e deposita nelas 0s.0A&pds a oviposicao, a fémea
deixa o ninho antes da emergéncia da prole. Ndsabheomunais, a fémea adulta
cuida e alimenta a prole imatura, mas morre anteduoante o tempo em que a
cria alcanca a maturidade. Neste caso, ndo ocwisdad de trabalho no ninho. As
abelhas parasociais formam colbnias, embora pegumra abelhas adultas de
uma unica geracdo. Nas espécies de abelhas parasazi interacdo entre
individuos é simples, embora em algumas espécistaeatividade cooperativa e
divisdo de trabalho entre as fémeas adultas, copustara realizada por mais de
uma fémea. Nas espécies de abelhas eussociaselodaiwrganizacdo é mais
complexo, geralmente apresentando uma rainha caméadu reprodutiva e

operarias executando as demais func¢des da colichdner, 1974).

As abelhas eussociais sao divididas em dois grupdsitivamente e

altamente eussociais. Nas espécies primitivamersgoeiais, as castas sdo muito



semelhantes na morfologia externa, embora parai@imdas espécies as castas
diferem no desenvolvimento ovariano e no comportdamesendo que rainhas
podem viver sozinhas, fundar uma nova colénia & apgstabelecimento da nova
coloénia é que ocorre a divisdo de trabalho entréndwiduos (Quénu, 1957;
Sakagami & Fukushima, 1961; Sakagami & Hayashi@l&81Michener, 1974).

Nas colbnias de espécies altamente eussociaitegracdo € complexa e
envolve uma variedade de padrbes comportamen&amnbnios, e adaptagdes
fisiologicas. Nesse grupo existe a sobreposicagedacdes, divisdo de trabalho e
armazenamento de provisbes em compartimentos #speci Devido ao
armazenamento de provisdes na colOnia, esta sebr@dr muito tempo. As
abelhas altamente eussociais sé@o divididas emgdgi®s: as abelhas sem ferréo
(Tribo Meliponini) e as abelhas meliferas (Triboiip(Roig-Alsin & Michener,
1993).

Segundo Monnin (2006), a comunicacdo quimica éaton central para o
funcionamento das sociedades dos insetos, sendosquedutos de secrecdo das
glandulas exdcrinas participem dessa comunicacast€ eonardo, 1978; Kaatz
et al., 1992; Billen & Morgan, 1998; Pankiw et 4l998; Strauss et al., 2006). Em
Apis mellifera compostos produzidos pelas glandulas mandibuldaesrainhas
participam do controle sobre a atividade das oerér fisiologia. O principal
composto é o acido 9-oxidecendico (9 ODA), respeelgdela inibicdo da sintese
do horménio juvenil nas operarias e pelo atraso igicio da fase de
forrageamento, sendo o supressor do desenvolvindestovarios das operarias e
do comportamento de construcdo de células pargdoride rainhas, dentro da
colonia, e um atraente sexual para os machos @uoavdo nupcial (Kaatz et al.,
1992; Pankiw et al., 1994; Engels et al., 1997]évik& Ratnieks, 2001).

As rainhas de abelhas sem ferrdo podem exerceroatnote feromonal
sobre atividade e a fisiologia das operarias, caoarre em outras espécies
sociais. Apos a copula de uma rainha virgem, véniadancas no comportamento
das operarias podem ser observadas; como o aumentonsumo de polen e
producdo células de cria pelas operarias nutrid(iagels et al., 1993). Além

disso, feromonios produzidos pelas rainhas virgens papel fundamental na



biologia reprodutiva das abelhas sem ferrdo, atcaimachos para a copula
(Engels, 1987; Engels et al.,, 1993). Sessenta e oimpostos volateis
participantes na comunicacdo quimica foram locdtizana cabeca de rainhas de
Scaptotrigona posticasendo que os hidrocarbonetos foram os mais ahtesla

seguidos dos alcodis (Engels et al., 1993).

A cuticula dos insetos é recoberta por uma camad#itlios, sendo os
principais representantes o0s hidrocarbonetos: @dcarineares, alcanos
ramificados e alcenos. Esses hidrocarbonetos agpaesecomo funcéo primordial
a prevencao da perda de agua (Chapman, 1988; &cala] 1998; Singer, 1998;
Monnin, 2006), porém eles também podem particigacamunicacdo quimica
nos insetos sociais (Singer, 1998; Monnin, 2006puBdo Gibbs (2002), dentre
os hidrocarbonetos cuticulares, os alcanos assuané&mcéo de prevencado da
dessecacao devido aos seus altos pontos de fusfignto que os alcenos séo

responsaveis pela comunicagao quimica.

Nos insetos sociais, além de prevenir dessecagd)idvocarbonetos
participam da comunicacao quimica facilitando @néecimento de espécies, do
sexo, da colbnia e do estado reprodutivo (Bonavdargourdan et al., 1987,
Layton et al., 1994; Singer, 1998; Ruther et 98 Monnin, 2006; Hora et al.,
2010). Em abelhas sem ferrdo, o perfil de hidramaetos cuticulares varia de
acordo com a casta, idade e atividade ovarianaglhbdt al., 2003; Kerr et al.,
2004; Caliman, 2008; Caliman et al., 2010). Eralipona bicolor as operarias,
machos, rainhas virgens e fisogastricas apresepeniis de hidrocarbonetos
cuticulares diferentes (Abdalla et al.,, 2003). Nabelhas Lasioglossum
malachurume Amegilla dawsoni os feromonios sexuais estdo localizados na
superficie da cuticula e os hidrocarbonetos saegmonsaveis pela atracdo dos
machos para a copula (Ayasse et al., 1999; Simioals, 2003). Além da funcéo
de feromodnios, que medeiam interacdes intra-espas|fos hidrocarbonetos
cuticulares podem atuar como semioquimicos que iaredénteracdes inter-
especificas, como cairomoénios que sao compostogdemipor um organismo
que beneficia o individuo que o reconhece; e aldosbue Sao compostos

emitidos por um organismo de uma espécie que afe@mportamento de um



individuo de outra espécie para beneficiar o dsgam emissor (Schal et al.,
1998).

Nos insetos as principais fontes de feromdniosasaglandulas exécrinas
(Wilson, 1963; Blum & Brand, 1972). Nas abelhasgsndulas mandibulares,
intramandibulares e de Dufour participam da sintksseompostos envolvidos na
comunicacao quimica (Costa-Leonardo, 1976; Kaatl.et1992; Pankiw et al.,
1994; Engels et al., 1997, Katzav-Gozansky eta@b]1, Abdalla & Cruz-Landim,
2005). Essas glandulas séo caracterizadas pelangeesie um canal coletor
revestido por cuticula que conduz a secrecdo atesuiperficie o que as inclui no
grupo das glandulas da classe Il (Noirot & Quemyed 974, 1991). Além disso,
glandulas tegumentares e o epitélio da mandibull@maparticipar da producéo
de compostos relacionados a comunicacao quimicande®s sociais (Billen &
Espadaler, 2002; Hora et al, 2010). Essas glandgt® incluidas na classe |,
caracterizadas como um epitélio cilindrico localzaob uma cuticula (Noirot &
Quennedey, 1974, 1991).

Pouco se conhece sobre a comunicacdo quimica elmasbatamente
eussociais, embora, seja sugerido que os hidrooetd® possam estar envolvidos

nessa comunicacao (Page et al., 1991; Engels @88B, Monnin, 2006).

Nas espécies do génektelipona (tribo Meliponini), as rainhas virgens
sS40 menores que as operarias, emergem duranteot@m (Koedam, 1999;
Sommeijer et al., 2003; Santos-Filho et24l06) e, geralmente sdo mortas pelas
operarias. Normalmente, as rainhas recém-emergaasiesencadeiam nenhuma
resposta nas operarias, mas com o0 avanco da iddae, movimentam-se
rapidamente pela colbnia requerendo alimento dasadps pelo contato com
suas antenas. Acredita-se que neste estagio, agdmdos ferombnios ocorra e,
quando esta producédo atinge o pico e as rainhagnese atrativas, as operarias
podem reconhecé-las e mata-las através de ataguegifo da cabeca e outras
partes do corpo. Outros comportamentos podem smtifidados, como a
aceitacdo de uma rainha virgem na colbnia com guleste eliminacdo das
outras rainhas virgens; e as rainhas virgens femndarovas colonias (Kerr et al.,
1962; Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995).



Segundo Jarau et al. (2009), o reconhecimentoalakas virgens d#l.
beecheiiocorre pelo comportamento destas que € identdigaglas operarias
desencadeando um comportamento agressivo das mdsntietanto, diferencas
quimicas entre castas ja foram identificadas emnadg espécies de abelhas
altamente eussocias (Abdalla et al., 2003; Keal,e2004; Caliman, 2008; Nunes
et al., 2009), sugerindo que possa existir algumal sijuimico emitido pelas

rainhas virgens para que sejam reconhecidas edatapalas operarias.



OBJETIVO
Considerando as poucas informagdes sobre execu;@airthas virgens

das espécies do géndévieliponapelas operarias, este trabalho teve como objetivo
testar a hipotese de que as rainhas virgensMéépona scutellaris sdo
reconhecidas pelas operarias pelo uso de sinamiapd. Para tanto, foram
avaliados i) o comportamento das rainhas virgensdi@rentes idades; ii) o perfil
de hidrocarbonetos cuticulares de rainhas virgens idades diferentes e rainhas
fisogastricas; e iii) a estrutura das glandulasditailares e intramandibulares

como potenciais fontes de feromonios.



CAPITULO 1

COMPORTAMENTO E EXECUCAO DE RAINHAS VIRGENS EM
Meélipona scutellarisLep. (HYMENOPTERA, APIDAE)

INTRODUCAO

O Brasil tem a maior diversidade de abelhas seradgiMeliponini) do
mundo, as quais sdo responsaveis por grande parpolohizacdo de espécies
nativas (Kerr et al.,, 1996; Kerr et al., 1999). Denas abelhas sem ferréo,
Melipona scutellarisé uma espécie encontrada na faixa litordnea ddestw
brasileiro entre os estados da Bahia e do Rio @GrdondNorte, sendo importante
na polinizacdo de espécies nativas e producdo dedeedtima qualidade,
constituindo uma boa fonte de renda para os metiphares da regido (Moure &
Kerr, 1950; Lamartine, 1962).

Nas espécies do géndwtelipong as rainhas virgens sdo menores que as
operarias e emergem sem atratividade, sem desemoaui@ resposta especifica
nas operarias (Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 199%)ferentemente de outras
espécies de abelhas eussociais elas produzem gaihinante toda a vida da
colénia, as quais podem representar de 4 a 7% midigiduos na colbnia
(Koedam, 1999; Sommeijer et al., 2003; Santos-Felhal., 2006). Geralmente, as
rainhas do génerleliponacopulam com um Unico macho quando tém entre trés
e oito dias de idade (Kerr et al., 1962; Silva let ¥972). Segundo Kerr et al.
(1962), em uma colbnia d&lelipona quadrifasciatacontendo uma rainha
fisogastrica, as demais rainhas virgens sdo ataocadaortas pelas operarias e
mesmo quando a col6nia esta 6rfa, as operariagngant a matar as rainhas
virgens até quatro dias apds a morte ou retiradaidha fisogastrica. As rainhas
virgens também podem ser expulsas da coldnia ealgoms casos, a rainha
virgem pode ser aceita pela col6nia e as demaibasivirgens sao eliminadas

pelas operérias (Imperatriz-Fonseca & Zucchi, 1995)

Em M. marginatae M. beecheji as operarias também apresentam um
comportamento agressivo em relacdo as rainhasngir¢gvando-as a morte
(Kleinert & Imperatriz-Fonseca, 1994; ImperatrizABeca & Zucchi, 1995; Jarau
et al., 2009). As rainhas mais ativas na coloémpeesentando movimentos rapidos,

7



sdo perseguidas pelas operarias enquanto rainkBasegonovimentam pouco sao
ignoradas (Van Veen et al., 1999; Jarau et al.9R00

Os mecanismos envolvidos no comportamento de sigidede das
operarias em relacdo as rainhas virgens sdo poocpreendidos. Existe a
hipotese de que, diferencas nos compostos volateasizidos por rainhas virgens
com diferentes idades estariam envolvidos no psacds reconhecimento dessas
pelas operarias como relatado pAramellifera capensi§Wossler et al., 2006).
Além disso, diferencas na composicédo dos hidrocetos cuticulares de rainhas
e operarias supostamente apontam um importanté ghegses no reconhecimento
dos individuos no ninho (Abdalla et al., 2003; Kefrral., 2004; Caliman, 2008;
Monnin, 2006; Nunes et al., 2009). Outra hipétespu€ o comportamento das
rainhas virgens induz as operarias ao ataque egoeste execucdo das mesmas
(Jarau et al., 2009).

Dada a importancia dd. scutellarise a escassez de trabalhos envolvendo
diferentes aspectos da sua biologia, este tralbalfeocomo objetivo identificar o
comportamento das rainhas virgens com diferentedele determinar o periodo
no qual o comportamento agressivo das operariagkagéo as rainhas virgens é

iniciado.
MATERIAL E METODOS
Estudo da colbnia das abelhas

O experimento foi realizado entre marco e abril 288 no Apiario
Central da Universidade Federal de Vicosa, Vic@§46'14” N, 4252'55” E),
Minas Gerais, Brasil. Duas colonias Ne scutellarismantidas entre 29-32
foram utilizadas para o experimento. Uma col6niaufdizada como col6nia de
observacdo, consistindo de uma caixa de madeira2Q@0cm), contendo
operarias e a rainha fisogastrica. Esta caixa dberda com tampa de vidro e
papel transparente vermelho de modo a permitir serobhcdo e registro do
comportamento das rainhas virgens e operarias.tid colonia foi utilizada para
retirada de favos de cria para obtencdo de ravihgesns recém-emergidas. Apos

a emergeéncia, as rainhas foram marcadas com tineca de diferentes cores de



acordo com a data de emergéncia e colocadas redaigbservacao para analise

do seu comportamento.
Observagdes comportamentais

O comportamento e as interacdes das rainhas eriggeidram registrados
por observacOes diretas na colonia. Para cadaardioihanotado o dia de
emergéncia, seus comportamentos e interacées copegias e a data da morte.

No total 30 rainhas foram acompanhadas totaliz&@choras de observacéo.
RESULTADOS

Das trinta rainhas virgens estudadas, vinte efor@sn mortas por ataques
das operérias, enquanto que sete morreram de desisanhecida, ja que nenhum
sinal de agresséao foi encontrado. Rainhas virgens até quatro dias de idade
nao foram atacadas pelas operarias, enquantordmsarirgens com idades entre

cinco e nove dias de idade foram executadas pp&amas (Grafico 1).

As rainhas virgens recém-emergidas Ml scutellaris apresentaram
comportamento mais ativo quando comparadas asr@seracém-emergidas. As
operarias recém-emergidas permaneceram estatitfisardo as rainhas virgens
recém-emergidas se movimentavam lentamente. Imeigke, as rainhas virgens
permaneceram restritas a regido proxima das céldmscria, realizando
movimentos lentos, 0s quais se tornaram mais rapsdonente apds o contato
com algum outro individuo da col6nia. A seguiramina procurava se abrigar em

lugares pequenos, como células de cria vaziasag@sgntre os favos de cria.

A medida que envelheciam, do primeiro ao terceii dk idade, as
rainhas virgens tornaram-se mais ativas e comecarpercorrer de forma mais
rapida outras regides do ninho, além da area de Até o quarto dia de vida das
rainhas virgens, as operarias ndo apresentaranumectmportamento agressivo

contra as mesmas.

Do quinto ao nono dia de vida, as rainhas virgemsgrreram rapidamente
0 ninho em busca de abrigo nos cantos, frestas estpotes de mel e as células
de cria. Apenas as operarias mais velhas, carzatas pela maior pigmentacao

do corpo, mostraram agressividade contra as rawvitgens a partir do quinto dia
9



de idade. O reconhecimento das rainhas virgens@mportamento agressivo a
essas por parte das operarias foi antecedido pelkato das antenas préximo a
regido do abdémen e da cabeca da rainha virgenmo kog seguida ocorreu
intensa agressividade no qual as operarias utiizazuas mandibulas para atacar
a rainha, tentando decapita-la. Nesse ataque, akjwperarias seguravam as
pernas e as asas das rainhas com as mandibulaangnqutras se posicionavam

no dorso, decapitando a rainha.
DISCUSSAO

Os resultados sugerem que o comportamento dasasawvitgens deM.
scutellaris varia de acordo com a idade e que o comportamegmessivo das
operarias em relacéo as rainhas depende da idadaidhas. As rainhas virgens
recém-emergidas ndo desencadeiam uma respostaie@neas operarias, mas a
partir do quinto dia de idade ha agressividaderacglis por parte das operarias.
Resultados semelhantes foram observados em ogpasies comdl. beecheii
(van Veen et al., 1999; Wenseleers et al., 2004)compressipegSakagami &
Oniki, 1963),M. guadrifasciata(Sakagami et al., 1965; Silva et al., 1974),
marginata (Kleinert & Imperatriz-Fonseca, 1994; Kleinert,0%) e M. favosa
(Koedam et al., 1995), embora com variagcdes nagegdmas quais as rainhas

virgens comecam a ser atacadas pelas operarias.

No comportamento de ataque das operariasMdescutellaris essas
tentavam decapitar a rainha, concentrando-se gg@esedo térax e da cabeca,
diferentemente do observado pava beecheiiem que as operarias atacam a
rainha virgem na regido proxima do abdémen (Jaral.,e2009). Os resultados
mostraram que a regido do abdémen das rainhasondm dlvo principal das
operéarias. Entretanto, essa regido parece ser tamp@rno reconhecimento da
rainha virgem, uma vez que o comportamento de sigréagde somente ocorria
apoOs o contato das antenas das operarias comeggda do corpo. No abddmen
dos Meliponini estdo localizadas dorsalmente glsdunicelulares da classe lll,
sendo mais desenvolvidas em rainhas do que emr@serandicando que sua
secrecdo funcione como feromonios (Abdalla & Crandim, 2002; Guerino &
Cruz-Landim, 2003). Hora et al. (2010) sugerem gusecrecdo das glandulas
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epidérmicas dé&ctatomma tuberculaturfFormicidae) participe da comunicacao
quimica como um sinal de fertilidade das rainhdémAdisso, na por¢éo final do
abdémen das rainhas das abelhas had a glandula fieirDgue parece ser
responsavel pela producdo de hidrocarbonetos tarésuimportantes para o

reconhecimento da rainha dentro da colonia (AbdalEuz-Landim, 2004).

O reconhecimento das rainhas pelas operariaséatrdg suas antenas
reforca a hipétese que existe um reconhecimentoiqoj ja que nas antenas das
abelhas sédo encontrados varios tipos quimiorremept(Guss-Matiello, 2008;
Blomquist & Bagnéres, 2010). Além disso, na formRgchycondyla inversa
rainhas férteis, caracterizadas pela presenca dmdairboneto 3,11-dimetil-
heptacosano em sua cuticula, sdo reconhecidadraacpelas operarias através

do toque com suas antenas (D’Ettorre et al., 2004).

Os hidrocarbonetos variam de acordo com as caatsalklhas (Abdalla
et al., 2003; Kerr et al., 2004; Caliman, 2008; dwret al., 2009). Entretanto,
informacdes sobre o perfil de hidrocarbonetos alares em rainhas virgens com
diferentes idades permanecem escassas. Segundm@éH8008), rainhas virgens
recém-emergidas apresentam perfil de hidrocarbsrmtticulares semelhante ao
perfil de hidrocarbonetos de rainhas virgens cois das de idade, mas perfil
diferente das rainhas virgens no periodo no qualasacadas pelas operarias.
Como os hidrocarbonetos cuticulares séo consideréelomonios de contato
(Ebbs & Amrein, 2007), acredita-se que os hidromagbos cuticulares possam
funcionar como um sinal de reconhecimento das aasimrgens pelas operarias e,
gue este reconhecimento ocorra através do contst@utenas das operarias no

abddémen das rainhas virgens antecedendo o atagadeedas mesmas.

O comportamento de fuga das rainhas virgens pa®cama resposta a
agressividade das operéarias e ndo um comportameetalesencadeie o ataque
por parte das operarias como proposto por Jaralu (@009). JA o comportamento
de agressividade das operarias pode ser em respostaconhecimento dos
compostos produzidos pelas rainhas virgens, sugetima possivel mudanca na

producdo e composicdo de compostos volateis a medice as rainhas

11



envelhecem e uma consequente mudancga na respagp@rtamental por parte
das operarias.

Compostos produzidos pelas glandulas mandibultaggtém podem
funcionar como sinal de reconhecimento das rainirgens. EmA. mellifera
capensidoi demonstrado que compostos produzidos peladglarmandibular de
rainhas virgens mudam com a idade e afetam asst@spoomportamentais de
operarias, sendo que rainhas virgens recém-emergigi@sentam significativo
aumento da producdo de (E)-acido-9-oxidec-2-end8®DA) e significativa
diminuicdo da producdo de (E)-acido-9-hidroxideerdico (9HDA) a medida
que envelhecem, essas mudangas sao acompanhadasayp®lento da
agressividade das operarias (Wossler et al., 200@ste sentido, enM.
scutellaris uma possivel mudanca na producdo de compostasizidos pela
glandula mandibular das rainhas virgens a particideo dias de idade poderia

estar associada ao aumento da agressividade dasiape
CONCLUSAO

A patrtir de cinco dias de idade as rainhas virgkid. scutellarisadotam
um comportamento de fuga e neste periodo as ogerd@xpressam um
comportamento agressivo em relacdo as rainhas&ueatacadas na da cabeca,
até a morte, resultando em um tempo médio de \ada @stas rainhas dentro da

colonia de sete dias.
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mortas pelas operarias a partir de cinco dias aldeid
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CAPITULO 2

CARACTERIZACAO DO PERFIL DOS HIDROCARBONETOS
CUTICULARES DE RAINHAS DE Meélipona scutellaris
(HYMENOPTERA, APIDAE) COM DIFERENTES IDADES

INTRODUCAO

A cuticula é uma secrecao da epiderme que revestwmpm do inseto,
formando o exoesqueleto, bem como delimitando adeztodos os 6Orgéos
derivados do ectoderma. A quitina encontrada nigwdaté formada por residuos
de N-acetil-glicosamina unidos por ligacde4-4 e esta associada a varios tipos
de proteinas que podem variar de acordo com aoregidorpo do inseto. Além
da quitina e proteinas, os lipidios também sé&o rérexdos na cuticula e sao
importantes para a rigidez da mesma (Wiggleswdt8g7; Andersen, 1979;
Chapman, 1988).

A epicuticula, regido mais externa da cuticuldegprovida de quitina. &
formada por varias camadas, contendo lipoprotgmagulina) e lipidios. Nessa
regido da cuticula, uma camada de cera constifpddaliferentes compostos é
encontrada, sendo os hidrocarbonetos os principgagponentes, variando de
acordo com o numero de atomos de carbono (Wigghtswh957; Andersen,
1979; Chapman, 1988). Segundo Singer (1998), aatungrimordial dos

hidrocarbonetos cuticulares € prevenir a perdagda.a

Os hidrocarbonetos cuticulares dos insetos sao mistura de alcanos
lineares, alcanos ramificados, alcenos e, em alguaspécies, alcadienos e
alcenos ramificados. Alcanos e alcenos diferem ems ontos de fuséo e,
consequentemente, ndo formam uma mistura homog€hapman, 1998; Gibbs,
2002). Segundo Gibbs (2002), os alcanos sao refpeisspela resisténcia a
dessecacao devido aos seus altos pontos de fusfigntdo que os alcenos séo
utilizados na comunicacdo quimica. Wagner et @012 verificaram que o0s
alcanos lineares apresentam concentracdes difererde castas da formiga
Pogonomyrmex barbatués operarias forrageiras e patrulheiras que peecamn
longos periodos fora da colonia e estdo mais agjaiessecacado apresentam

maior propor¢ao de alcanos do que as operariaparugnecem na colbnia.
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Estudos com insetos sociais indicam que os hidooc&tos cuticulares
sdo espécie-especificos e colbnia-especificos ¢@Bre&983; Bonavita-
Courgourdan et al.,, 1987; Haverty et al., 1988;g&in 1998; Blomquist &
Bagnéres, 2010). Assim esses insetos podem sethextidos e aceitos em suas
colénias, enquanto individuos n&o reconhecidos sageitados. Esse
reconhecimento € fundamental para a manutencostiatiuea social desses
insetos (Singer, 1998). Além disso, os hidrocarbmndéambém podem atuar
como feromdnios de contato, cairomoénios e alomotmvard, 1993; Ebbs &
Amrein, 2007; Hora et al., 2010).

Alguns insetos eussociais demonstram perfil derobabonetos
cuticulares variaveis de acordo com as castas,eidadatividade ovariana
(Cuvillier-Hot et al., 2001; Abdalla et al., 2008err et al., 2004; Caliman, 2008;
Nunes et al., 2009; Blomquist & Bagnéres, 2010).

Em vérias espécies do géndfelipong rainhas virgens sédo produzidas ao
longo de todo o ano podendo compreender cerca de&sndividuos presentes
no ninho (Koedam, 1999; Sommeijer et al., 2003;t&aRilho et al., 2006),
porém, se estas rainhas ndo enxamearem, néo foapisas ou ndo fugirem da
colonia, elas serdo mortas pelas operarias (Sileh,e1972; Impertatriz-Fonseca
& Zuchi, 1995), mas o sinal que leva a essa execpgé parte das operarias

permanece desconhecido.

Considerando que em. scutellarisas rainhas virgens a partir de cinco
dias de idade sdo mortas pelas operarias (Caflijulesse trabalho teve como
objetivo verificar se existem diferencas entre asfip de hidrocarbonetos

cuticulares de rainhas virgens com diferentes isladde rainhas fisogastricas.
MATERIAL E METODOS
Animais

Rainhas virgens recém-emergidas, rainhas virgemsoito dias de idade e
rainhas fisogastricas d®l. scutellaris foram obtidas no Apiario Central da

Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais, Brass rainhas recém-
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emergidas foram obtidas de favos de cria retiraldsscolonias, mantidos a 28 +
1°C e observados diariamente.

Para obtencé&o de rainhas virgens com oito diadatkej as rainhas virgens
recém-emergidas foram inseridas em gaiolas de gitadmetal com operarias
nutridoras, pdlen e meld lib.. Essas gaiolas foram introduzidas nas colbnias de
onde os individuos foram obtidos, até atingireno aiias de idade. Essa
metodologia foi utilizada porque, a partir de cirtias de idade, as operarias
campeiras demonstram comportamento agressivo, dwatas rainhas virgens
(Capitulo 1).

Para verificar se a presenca da rainha fisogasinflaenciava na
composicao de hidrocarbonetos cuticulares das aainirgens, favos de cria
foram retirados da coldnia, mantidos a 28 + 1°@bservados diariamente para
coleta das rainhas virgens recém-emergidas. Pastenmte essas rainhas foram
mantidas em placas de Petri com operarias nutsdpi@en e mehd lib. a 28 +

1°C até atingirem oito dias de idades.

Para verificar se o estado reprodutivo da rainkeraala composicédo de
hidrocarbonetos cuticulares, rainhas fisogasttieagém foram analisadas. Essas
rainhas foram coletadas em diferentes colonidd.dgcutellaris

Obtencéo dos extratos de hidrocarbonetos cuticulase

Para extracdo dos hidrocarbonetos cuticularesyambas virgens recem-
emergidas, seis rainhas virgens com oito dias a#eigsendo trés rainhas virgens
na presenca e trés na auséncia da rainha fismgdstrduas rainhas fisogastricas
foram mergulhadas em 500uL de hexano por 10 mirertosecipientes de vidro.
ApoGs esse procedimento, o hexano foi evaporadq pasteriormente, a amostra

ser diluida em 50 de hexano.
Cromatografia gasosa e espectrometria de massa

Os extratos dos componentes cuticulares foramsadals no Laboratério
de Ecologia Quimica do Departamento de Biologian#aii do Instituto de

Biologia da Universidade Estadual de Campinas, Qzasp- S.P.
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As analises foram realizadas utilizando cromatigrghsosa acoplada a
espectrometria de massa (GC-MS) por impacto demaEem um cromatdgrafo a
gas (Hewlett Packard 6890) equipado com injetooraatico (Hewlett Packard
7683) e coluna de silica fundida (HP-5MS 5% femi¥®metil siloxane capilar
30m x 250um x 0,25um nominal, Hewlett Packard)tdimeente acoplado a um
detector seletivo de massa Hewlett Packard 5978lagas andlises foram
realizadas de acordo com as seguintes condicfesmAstras foram diluidas em
50uL de hexano grau residuo. O volume injetadadéoilpl a temperatura de
270°C sem razéao de divisdo. O programa de tempenatilizado foi de 60-230°C
a 20°C/min e 230-300°C a 2°C/min, e 10 min a 3008@x o gas de arraste He 1,2
mL/min; e energia de ionizacdo de 70 eV. Quand@ss&rio as amostras foram

co-injetadas com n-alcanos para determinacéo doelme Retencao.

Os compostos foram identificados a partir de sewdicés de Retencdo
(Carlsonet al.. 1998), e pelos seus padrdoes de fragmentacdos@@at al..
1999, Nelsoret al.. 1981, Pomonis, 1989).

Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a anadisgigtica multivariada
para comparar rainhas fisogastricas, rainhas vérgem oito dias (na presenca e
auséncia da rainha fisogastrica) e rainhas recéemggdas. A analise dos

componentes principais (PCA) foi utilizada parantiffecacao dos grupos.

Os compostos ausentes na maior parte dos indivitkioada grupo foram
excluidos das analises estatisticas e os compestiantes foram submetidos aos
testes de Bartlett, Kochan e Levene para veriadaomogeneidade das variancias
entre os tratamentos (rainhas) e cada variavelgostns). A homogeneidade das
variancias é uma das pressuposi¢cOes da analisevanialia dos componentes
principais (CP). Os compostos que apresentaranfis@gicia a esses testes foram
retirados da analise, restando vinte dois compagiesforam utilizados para os

componentes principais.
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Os componentes principais gerados foram subme#iddsste ANOVA e
comparacdo de médias segundo teste de Duncan, sendas as analises

conduzidas ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

O conjunto de hidrocarbonetos cuticulares de raimeM. scutellarisfoi
formado por alcanos lineares e ramificados, alcenadcadienos, com cadeias

variando de 23 a 39 atomos de carbonos, totalizaBdmmpostos (Tabela 1).

As analises demonstraram que existem diferencae @s perfis de
hidrocarbonetos cuticulares de rainhas virgens dderentes idades e rainhas
fisogastricas dél. scutellaris(Tabela 1; Figuras 1-4). As rainhas virgens recém-
emergidas apresentaram 14,8 + 6,2% do compostmsamno em suas cuticulas,
enquanto as rainhas virgens com oito dias de idadainhas fisogastricas
apresentaram porcentagens menores, sendo quenlaasrairgens com oito dias
de idade na presenca da rainha fisogastrica apaesen 3,05 + 0,75%, na
auséncia da rainha fisogastrica 2,92 + 1% e adaasifisogastricas 3,55 + 0,5%
do composto tricosano (Tabela 1). O composto pesta® foi encontrado em
maior concentracdo em rainhas virgens recém-ensr @5 + 1,5%) do que em
rainhas virgens com oito dias de idade na pres€hé8 + 0,53%) e auséncia
(1,94 + 0,68%) da rainha fisogastrica. Além disssse composto apresentou
concentracdo baixa em rainhas fisogastrica (0,828%) quando comparado

com as rainhas virgens.

A concentragdo do composto pentacosano apressatsamelhante nas
rainhas independente da idade e estado reprod(fafoela 1). Entretanto, 0s
compostos heptacosano e nonacosano apresentaramaiseabundantes em
rainhas virgens com oito dias de idade independ#gteresenca ou auséncia da
rainha fisogastrica do que em rainhas virgens rez@ergidas e fisogastricas
(Tabela 1).

Alguns compostos cuticulares das rainhas virgensfisegastricas
apresentaram diferentes concentragcdes quando caagsar Os alcenos:
heptacoseno, hentriaconteno e tritriaconteno apt&asen maiores concentragdes

em rainhas virgens do que em rainhas fisogastrieaguanto os alcanos
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ramificados de cadeias longas apresentaram matoresentracbes em rainhas

fisogastricas (Tabela 1).

Tetracosano, dotriacontano, o triacontanil acetatooutros alcanos
ramificados de cadeias longas foram encontradasagpeas rainhas fisogastricas
(Tabela 1).

Vinte e oito compostos foram submetidos aos testdsomogeneidade de
variancias, sendo seis compostos, significativestestes, excluidos para atender
as exigéncias da analise multivariada de composgnmiecipais (CPs) (Tabela 2).
Os vinte e dois compostos que atenderam a pressépate homegeneidade de
variancias foram submetidos a andlise de compaosgmiecipais (Tabela 3). Os
trés primeiros CPs gerados representaram, em donj9®,2% da variacdo que
ocorre no grupo de variaveis. A Tabela 4 mostraad@B com seus respectivos

agrupamentos de compostos segundo seus coeficientes

Os valores gerados para cada componente prinlddela 5) foram
utilizados para ANOVA, sendo que para 0s compomseptacipais 1 e 2, pelo
menos um grupo de rainhas diferencia-se dos de(Rass 0,05), enquanto o
componente principal 3 ndo permite diferenciar testizamente os grupos de

rainhas.

O teste de médias para componente principal lrmogte 0s compostos
representados por essa variavel permitem difereasiaainhas fisogastricas das
rainhas virgens recém-emergidas e rainhas virgemsaito dias de idade assim
como as rainhas virgens com oito dias de idadeis@n@ia ou presenca da rainha

fisogastrica (Figura 5).

O teste de médias para o componente principal 3trmo que o0s
compostos representados por esse componente parmigtinguir as rainhas

virgens recém-emergidas das demais rainhas (Fgura
DISCUSSAO

Esse trabalho mostrou que existem diferencas riib giee hidrocarbonetos
cuticulares de rainhas virgens com diferentes isl@minhas fisogastricas he

scutellaris Diferentes perfis de hidrocarbonetos cuticuldmam encontrados
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nas castas de outras espécies de abelhas sem(fddla et al., 2003; Kerr et
al.,, 2004; Caliman, 2008; Nunes et al., 2009). &atrto, poucos trabalhos
relacionaram o perfil de hidrocarbonetos cuticiagatre rainhas virgens com
diferentes idades. Segundo Caliman (2008), rainirgens recém-emergidas e
com dois dias de idade d& marginatandao apresentam diferencas significativas
no perfil de hidrocarbonetos cuticulares, mas egpassentam perfis diferentes

das rainhas virgens que séo agredidas pelas @zerari

A mudanca no perfil de hidrocarbonetos cuticula@&s rainhas virgens de
M. scutellarisde acordo com a idade pode estar relacionadativatade dessas
aos machos, pois na espéklelipona quadrifasciatarainhas sédo receptivas aos
machos entre trés e oito dias de idade, época cpreeco voo nupcial (Silva et
al., 1972). Segundo Ayasse et al. (1999), os fernmsdsexuais da abelha
Lasioglossum malachurunestdo localizados na superficie da cuticula e os
hidrocarbonetos exercem o papel de atracédo de maema a copula. Na espécie
Amegilla dawsonios hidrocarbonetos cuticulares também exercemmegab de

atracdo de machos para copula (Simmons et al.)2003

Considerando que as rainhas virgend/dscutellariscom até quatro dias
de idade ndo desencadeiam nenhum comportamentss@grenas operarias
(Capitulo 1) e que rainhas virgens com idades afites apresentam perfis de
hidrocarbonetos cuticulares diferentes, pode sgerglo que os hidrocarbonetos
cuticulares apresentem dupla resposta nos indigidaaolonia, atraindo machos
para copula e desencadeando comportamento agrgssimarte das operarias,
que culmina com a execucdo das mesmas, quandaastass nao abandonam o
ninho. Caliman (2008) observou resultados semeatsaminM. marginatacujas
rainhas virgens agredidas pelas operérias apresemtperfil de hidrocarbonetos
cuticulares diferente daqueles encontrados em aaimligens com até dois dias
de idade e em rainhas fisogastricas. Por outro, lddoau et al. (2009a)
verificaram que o comportamento agressivo por piteoperarias contra rainhas
virgens deM. beecheié devido ao comportamento destas rainhas, quéstods
movimentacdo rapida na area de cria da coloniatienéato das asas, sem a
participacdo de sinais quimicos, embora ndo tenheatizado nenhum teste
quimico para verificar a existéncia de diferencas aompostos cuticulares de
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rainhas que ndo sdo atacadas e rainhas que sadamgmelas operarias. Neste
sentido, ndés consideramos que o comportamento alakas virgens dew.
beecheiipode ser conseqiéncia e ndo a causa do comportaagnessivo por
parte das operarias, 0 qual seria desencadeadsinads quimicos nas rainhas

virgens.

Os resultados aqui obtidos com rainhas virgens Mle scutellaris
comprovam que a alteracdo no perfil de hidrocartmsneuticulares, além de estar
relacionada com a idade da abelha, sofre influédeiapresenca da rainha
fisogastrica, pois as rainhas virgens com oito degdade na presenca da rainha
fisogastrica apresentaram perfil de hidrocarbonetisulares diferente do perfil
daguelas mantidas sem a rainha fisogastrica. Athaai fisogastricas dil.
scutellaris apresentaram perfis de hidrocarbonetos cuticulditessentes das
demais rainhas analisadas, apresentando maior sdi@de de compostos,
incluindo hidrocarbonetos ramificados de cadeiasggds, o que também foi
encontrado emM. bicolor que tem maior diversidade de hidrocarbonetos,
especialmente os alcanos de cadeias longas e cada§ (Abdalla et al., 2003).
Segundo Abdalla et al. (2003) e Caliman (2008),edilpde hidrocarbonetos
cuticulares das rainhas fisogastricas indica gae pbdem ser reconhecidas na
colénia, enquanto as rainhas virgens recém-emergid®m Sao0 reconhecidas
apresentando perfil de hidrocarbonetos cuticulaeselhante ao de operarias
recém-emergidas. Além disso, o sinal da rainhayéistsica pode permanecer na
coldnia por até trés dias e esse sinal pode dedesica comportamento agressivo
das operarias em relacdo as rainhas virgens (éay 2010). Desta maneira, a
rainha fisogastrica parece controlar a expressabidi®carbonetos cuticulares
presentes nas rainhas virgens, permitindo que asnagesejam reconhecidas e
atacadas pelas operarias, embora os mecanismasquels a rainha fisogastrica

exerca este controle permaneca desconhecido.

O triacontanil acetato parece ser um marcador idhadisogastrica, pois
esta substancia, embora presente nesta rainhafon@mcontrado em rainhas
virgens. Pianaro et al. (2007) verificaram que éapas de M. scutellaris
apresentam alta concentracdo de triacontanil acetajue a concentracdo desse
composto aumenta quando a colénia € invadida peragps deM. rufiventris
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Assim, nds sugerimos que a auséncia do triacondaetiato associado a outros
compostos presentes na cuticula das rainhas virgessa desencadear o

comportamento agressivo das operarias.

A diferenca no perfil de hidrocarbonetos cuticedarentre a rainha
fisogastrica e as rainhas virgensMescutellarispode ser decorrente da copula.
Vérios trabalhos com insetos solitarios e sociagicam que a coOpula esta
associada a mudanca no perfil de hidrocarbonetisutares (Polerstock et al.,
2002; Abdalla et al., 2003; Howard & Blomquist, 80®{ora et al., 2008; Oppelt
et al., 2009; Everaerts et al., 2010; Izzo et24110). Segundo Cuvillier-Hot et al.
(2001), a idade e a fertiidade s@o os dois fatoedéscionados a variacdo de
hidrocarbonetos na formigRiacamma ceylonensé-ormicidae), pois adultos
recém-emergidos apresentam o mesmo perfil de tdadsonetos cuticulares, o
qual é alterado com a idade e com o estado repvoduima vez que operarias
com atividade de oviposicdo apresentam perfil dirolbarbonetos cuticulares

diferente dos adultos recém-emergidos e adultos vedtios.
CONCLUSAO

O perfil de hidrocarbonetos cuticulares de rainhagens deM. scutellaris
sofre alteracdo de acordo com a idade. Essa dlterag;perfil de hidrocarbonetos
cuticulares de rainhas virgens ocorre com o0 avadagaidade, independente da
presenca da rainha fisogastrica. Entretanto, raimiligens com oito dias de idade
na presenca e auséncia da rainha fisogastrica eapmes perfis de
hidrocarbonetos cuticulares diferentes, indicande @ presengca da rainha
fisogastrica influencia na composicéo cuticular dashas virgens, sugerindo que
o sinal para o reconhecimento do estado reproddav@inha seja quimico e néo

comportamental.

O estado reprodutivo da rainha esta relacionadai@danca no perfil de
hidrocarbonetos cuticulares, ja que rainhas virggmesentam perfis diferentes do
perfil de hidrocarbonetos cuticulares das rainieméstricas.

Os resultados apresentados sugerem que o0s hidvoetob cuticulares

podem participar dos processos de reconhecimestoagizhas recém-emergidas,
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rainhas virgens com oito dias na presenca e awsélacirainha fisogastrica e

rainha fisogastrica na col6nia.

23



Tabela 1: Média e desvio padrdo da abundanciavelde hidrocarbonetos em

rainhas deMelipona scutellaris(RE-VE = rainha recém-emergida, RV8-CF =
rainha virgem com oito dias de idade na presengaidha fisogastrica, RV8-SF

= rainha virgem com oito dias de idade na ausém&ieainha fisogastrica, RF =

rainha fisogastrica, IR = indice de retencao).M@mero de carbonos; Me: metil;
Dime: dimetil. A posicéo das duplas ligacdes nosrabs néo esta indicada.

Abelhas
Composto IR
RV-RE RV8-CF RV8-SF RF

1 Tricosano (C23) 148+6,2 3,05+0,72,92+1 3,55+0,2300

2 3-Me C23 - - - 0,45 2370

3 Alcano ram|f|<.:ado ) 1,12 +1,150,38 + 0,65 - 2373
desconhecido

4 Tetracosano (C24) - - - 0,58 + 0,2900
5 Pentacoseno (x-C25:1) 45+15 1,63+0K94 +0,680,54 +0,232467
6 Pentacosano (C25) 6,1+25 85+0,92 8,36 + 384 + 0,452500
7 13-, 11-Me C25 1,12+0,41 0,35+0,36 - 2,68 + 0,3&2530
8 5-Me C25 1,39+0,22 0,43+0,39 - 0,49 + 0,042545
9 Alcano ramific_:ado i ) i 0,10 + 0,22561
desconhecido
10 3-Me C25 - 0,41+0,4 - - 2568
11 5,12-, 5-10-, 5,8-DiMe C25 - - - 0,41 + 0,02582

12 Heptacoseno (x-C27:1) 3,65+1,59 6,21 +2/62 +1,580,87 + 0,252673

13 Heptacosano (C27) 3,04+1,24 9,04+2%85+1,252,79+0,12700

14 13-, 11-, 9-Me C27 0,22+0,38 0,81+04 - 1,32,352731

15 5-Me C27 1,16 +0,26 0,19+0,32 - - 2747

16 3-Me C27 1,01+0,21 0,22+0,39 - - 2771

17 5,12-, 5-10-, 5,8-DiMe C27 - - - 0,69 + 0,2782

18 Alcano ramific.:ado 0,26 +0.45 i i i 2812
desconhecido

19 Nonacoseno (x-C29:1) 4,09 + 0,447 +£0,725,51 +0,280,84 + 0,212875
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Tabela 1: Continuagéo

20 Nonacosano (C29) 1,8+0,57 5,84+12B9 +0,811,81 + 0,352900

21 15-, 13-, 11-, 9-Me C29 2,37 +0,6472 £0,270,96 = 0,832,52 + 0,42934

22 7-Me C29 2,73+£0,741,04£0,21 0,7 £0,61 0,22 £ 0,2941
23 5-Me C29 0,2+0,35 - - - 2947
24 11,15-DiMe C29 - - - 0,2 +0,22958
25 3-Me C29 0,7+1,21 0,28+0,48 - - 2966
26 Triaconteno (x-C30:1) - 1,08+0,55 - - 2968
27 7,12-, 7,10-DiMe C29 0,78+135 - - 0,51 +0,02971
28 5-14-,5,12-,5,10-DiMe C29 0,21+0,36 - - 0,6 +0,022981
29 Triacontano (C30) - - 1,04 +0,91 - 3000
30 Alcano ramificado desconhecid®,58 +1 0,12 £0,2 - - 3008
31 16-, 15-, 14-, 13-, 10-, 8-Me ) ) ) 0,19 + 0,28034

C30

32 Hentriconteno (x-C31:1) 25,93 + 382,55 * 2,692,23 * 1,36,58 + 0,663096

33 Hentriacontano (C31) - 22+0,44 1,15+1 0,8203100

34 15-,13-,11-,9-,7-Me C31 1,01+0,2 2,52 +0825+1,125,26 + 0,533135

35 13,17-, 11,15-DiMe C31 - 0,16 £ 0,28 - 1,19 £ 0,38156
36 7,17-,7,15-, 7,13-DiMe C31 - - - 0,59 + 0,8268
37 Dotriaconteno (x-C32:1) - 0,15+0,26 - - 3171
38 5,17-DiMe C31 - - - 0,18 £ 0,28177
39 Dotriacontano (C32) - - - 0,49 £ 0,8200
40 Alcano ramificado desconhecido - - - 0,88 + 0,08228
41  Tritriacontadieno (x-C33:2) 1,01+1,78,25+0,1 0,4 +0,69 - 3250
42 Alcano ramificado - - - 0,68 + 0,0®52
43  Tritriacontadieno (x-C33:2) 1,48 £1,30,77 £ 0,040,37 £ 0,65 - 3257
44 Alcano ramificado desconhecidd,5 + 0,86 - - - 3265
45 Tritriaconteno (x-C33:1) 0,22+0,39 - 0,32 £ 0,56 - 3265
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Tabela 1: Continuagéo

46 Tritriconteno (x-C33:1) 3,92 +0,36,02 £ 0,816,35 + 0,751,71 + 0,063280

47 Tritriacontano (C33) - 0,97 +£0,04,21 +2,1 0,52 + 0,08300
48  17-,15-, 13-, 11-Me C33 - 2,25+0,183 +0,73 1(1),(;21 3342
49 15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe C38,46 +0,79 0,57 £ 0,49 - 8,13 + 0,183365
50 Alcano ramificado desconhecido - - - 0,45 + 0,013381
51 Alcano ramificado desconhecidp39 + 0,67 - - 0,37 3392
52 Triacontanil acetato - - - 0,57 £ 0,817
53 Alcano ramificado desconhecido - - - 1,8 £ 0,083432
54 Alcano ramificado desconhecido - - - 1,18 + 0,088455
55 Pentatriacontadieno (x-C35:2) 4,57 + 4,593 + 0,27 - - 3455
56 Pentatriacontadieno (x-C35:2) 3,01 +1,8D5 +0,861,37 £ 1,22 - 3461
57 Pentatriacontadieno (x-C35:2) 0,45 + 0,088 + 0,31 - - 3466
58 Pentatriconteno (x-C35:1) - 0,15+0,27 - - 3466
59 Pentatriconteno (x-C35:1) 0,89 + 0,8628 + 0,480,32 + 0,56 - 3481
60 17-,15-, 13-, 11-Me C35 - 0,49 +0,4297 + 0,84 12’56ii 3542
61 15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe C35 - 0,13+0,231,17 £ 2,038,43 + 1,083567
62 Alcano ramificado desconhecido - - - 0,95 +0,18635
63 Alcano ramificado desconhecido - - - 0,65 + 0,08658

64 Heptatriacontadieno (x-C37:2),49 +0,27 0,7 +0,62 0,38 +0,65 -

65 Heptatriacontadieno (x-C37:29,66 + 0,570,12 + 0,21 - -

66 Heptatriacontadieno (x-C37:2),65 + 0,590,17 + 0,29 - -

67 Heptatriacontadieno (x-C37:29,49 + 0,840,21 + 0,36 - -

68 Heptatriacontadieno (x-C37:2p,45 +0,78 0,15 + 0,27 - -

69 Heptatriacontadieno (x-C37:2),36 = 0,62 - - -

70 17-, 15-, 13-, 11-Me C37 - 045+0,79 - 2,52 +0,523742
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Tabela 1: Continuagéo

71 15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe C37

1,33+£2,313,25+29 3,51+0,78765

72 15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe C39

- - 0,75 + 0,08967

73 Alcanos desconhecidos

1,37
1,65

6,64 + 4,07 +
2,61 3,55

27



8000000
7000000
6000000
5000000

4000000/ 32

Abundéncia

3000000

2000000

6
1000000 ]» IZL‘ v
o I;Hd AU 11 n|LLL)LA J.J[ e o

0
10,00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 10,00 45.00

1 Tempo

32
8000000
7000000
6000000 13

5000000

Abundéncia

4000000 | 20

19 46
3000000
| J\JM Tl
e [ M\;JLIJ\
1000000
in X JJILL !'ML s AJM g

3 L. : :
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40,00 45.00

9000000
8000000 6

7000000 1213
6000000
5000000 19

4000000 46

Abundancia
2

3000000 1

2000000

1000000

0
10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

3 Tempo

&

10000000
9000000
8000000
7000000 1
6000000

5000000

Abundincia

4000000
3000000
2000000

1000000

0
10.00

4 Tempo

Figuras 1 - 4: Cromatogramas dos extratos de hadoooetos cuticulares de
rainhas deMelipona scutellaris1 — Rainha recém-emergida. 2 - Rainha virgem
com oito dias de idade na presenca da rainha Bsogs@ 3 - Rainha virgem com
oito dias de idade na auséncia da rainha fisogas#i- Rainha fisogastrica.
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Tabela 2 — Resultado dos testes para verificacdmuawgeneidade de variancias.
*, significativo; ns, n&o significativo.

Teste
Composto Bartlett Levene Kochan

Tricosano (Gs) * ns *

Pentacoseno (x#51) ns ns ns
Pentacosane (€) ns ns ns
13-, 11-Me Gs ns ns ns
5-Me (Cs) ns ns ns
Heptacoseno (x-£1) ns ns ns
Heptacosane (Q) ns ns ns
13-, 11-, 9-Me @ ns ns ns
Nonacoseno (x-£3:1) ns ns ns
Nonacosano (£3) ns ns ns
15-, 13-, 11-, 9-Me & ns ns ns
7-Me Co9 ns ns ns
Hentriaconteno (x-€:1) ns ns ns
Hentriacontano (&3) ns ns ns
15-, 13-, 11-, 9-, 7-Me & ns ns ns
Tritriacontadieno (x-Gz:2) * ns *

Tritriacontadieno (x-6z:2) * ns *

Tritriaconteno (x-Gs:1) ns ns ns
Tritriacontano (Gs) * ns *

17-,15-, 13-, 11-Me & ns ns ns
15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe®® ns ns ns
Pentatriacontadieno (xs€2) * ns *

Pentatriacontadieno (xs€2) ns ns ns
Pentatriaconteno (x<&:1) ns ns ns
17-, 15-, 13-, 11-Me €& ns ns ns
15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe# * ns *

Heptatriacontadieno (x<4z2) ns ns ns
15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe %&£ ns ns ns
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Tabela 3 — Coeficientes de cada componente pringgrado na analise.

Coeficientes

Composto CP1 CP2 CP3
Pentacoseno (x<6:1) 0,067 0,217 -0,078
Pentacosano (6) -0,022 -0,329 0,043
13-, 11-Me Gs -0,076 0,058 0,029
5-Me Cs -0,003 0,108 -0,039
Heptacoseno (x-£:1) 0,190 -0,341 -0,139
Heptacosano (£) 0,151 -0,576 -0,285
13-, 11-, 9-Me & -0,039 -0,028 -0,073
Nonacoseno (x-£3:1) 0,135 -0,069 -0,098
Nonacosano (£) 0,093 -0,355 -0,140
15-, 13-, 11-, 9-Me ® -0,038 0,107 -0,073
7-Me Co 0,032 0,195 -0,076
Hentriaconteno (x-&:1) 0,763 0,059 0,475
Hentriacontano (&) 0,004 -0,122 -0,141
15-, 13-, 11-,9-, 7-Me & -0,128 -0,075 -0,040
Tritriaconteno (x-Gs:1) 0,128 -0,131 0,091
17-,15-, 13-, 11-Me & -0,332 -0,187 0,203
15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe® -0,257 -0,052 0,220
Pentatriacontadieno (xs€2) 0,063 0,192 -0,055
Pentatriaconteno (x<&:1) 0,012 0,057 -0,026
17-,15-, 13-, 11-Me & -0,320 -0,119 0,410
Heptatriacontadieno (x<4z2) 0,023 0,112 -0,062
15,19-, 13,17-, 11,15-DiMe®Z -0,032 -0,234 0,568
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Tabela 4 — Agrupamento de compostos segundo ogiendéés em cada CP

Compostos CP1 Compostos CP2 Compostos CP3
13-,11-Me C25 a Pentacoseno (x-C25:1) 13-, 1Me=227
Nonacoseno (x-C29:1) Pentacosano (C25) Hentriaoor(ta31)
Hentriaconteno (x- 5-Me C25 17-, 15-, 13-, 11-Me
C31:1) C35
15-, 13-, 11-, 9-, 7-Me Heptacoseno (x-C27:1) 15,19-, 13,17-, 11,15~
C31 DiMe C37

17-, 15-, 13-, 11-Me
C33

15,19-, 13,17-, 11,15-
DiMe C33

Heptacosano (C27)

Nonacosano (C29)

15-, 13-, 11-, 9-Me C29
7-Me C29

Tritriaconteno (x-C33:1)
Pentatriacontadieno (x-
C35:2)

Pentatriconteno (x-C35:1)
Heptatriacontadieno (x-
C37:2)
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Tabela 5 — Valores dos componentes principais (@ifzados para analise de
varidncia e teste de médias dos hidrocarbonetosutares de rainhas de
Melipona scutellarisRF, rainhas fisogastricas; RV8-CF, rainhas visggom oito
dias de idade na presenca da rainha fisogastri@:3¥, rainhas virgens com 8
dias de idade na auséncia da rainha fisogastri¢ay IR rainhas virgens recém-
emergidas.

Grupo Tratamento Repeticbe€P1 CP2 CP3
RF 1 1 -3,54 -9,16 11,50

RF 1 2 -5,08-10,32 12,81
RV8-CF 2 1 22,19-8,98 12,40
RV8-CF 2 2 19,36-14,58 5,44
RV8-CF 2 3 21,08-11,72 5,81
RV8-SF 3 1 31,06-15,18 14,46
RV8-SF 3 2 27,34-12,32 13,19
RV8-SF 3 3 27,80-9,17 11,58
RV-RE 4 1 20,21 -2,43 8,92
RV-RE 4 2 25,31 0,20 11,99
RV-RE 4 3 21,12 -4,42 8,86
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Figura 5: Resultado conjunto dos testes de médiasqs componentes principais
1 e 2. RF, rainhas fisogastricas; RV-RE, rainhagevis recém-emergidas; RV8-
CF, rainhas virgens com oito dias de idade na pgeséa rainha fisogéastrica;
RV8-SF, rainhas virgens com oito dias de idade naércia da rainha

fisogastrica.
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ANEXO
Analise de Variancia

CP1

Fontes de Variacdo G.L. Soma de QuadraQuadrado Médio F
p-valor

TRAT 3 14186 471.0620
116.832 0.00000
Residuo 7 28.22375 4.0319

Coeficiente de Variagao = 10.676

DUNCAN
Variavel = CP1  (4.031964)

TRAT  Meédias Comparacbes 5%

28.7393 A

22.2171 B
20.8826 B
-4.3169 C

NP W

Anélise de Variancia

CP2

Fontes de Variagdo G.L. Soma de QuadradQuadrado Médio F
p-valor

TRAT 3 310397 64.34656
9.965 0.00639
Residuo 7 20025 6.457179

Coeficiente de Variacdo = 28.487

DUNCAN
Variavel = CP2  (6.457179)

TRAT  Meédias Comparacbes 5%

34



4 -2.2212 A

1 -9.7436 B

2 -11.7662 B

3 -12.2244 B
CP3

Fontes de Variacdo G.L. Soma de Quadrad®Quadrado Médio F
p-valor

TRAT 3 86119 15.55373
2.585 0.13574
Residuo 7 .14AB54 6.01707

Coeficiente de Variagdo = 23.063
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CAPITULO 3

HISTOLOGIA E ULTRA-ESTRUTURA DAS GLANDULAS
MANDIBULARES E INTRAMANDIBULARES DE RAINHAS DE
Melipona scutellaris (HYMENOPTERA, APIDAE) COM DIFERENTES
IDADES

INTRODUCAO

Dentre as glandulas que formam o sistema salosirngetos, as glandulas
mandibulares e intramandibulares estdo presengeadcdtos de todas as espécies
dos himenépteros (Abdalla & Cruz-Landim, 2002).

As glandulas mandibulares sdo 6rgados de origendé&ctica divididos
em duas regides, a regido secretora e o resewdOruz-Landim, 1967). As
células secretoras pertencem a classe lll, ou ®5&@s ceélulas ndo estdo
incorporadas na epiderme, mas séo providas de nah gae a liga a um poro na
cuticula por onde a secre¢do é descarregada. A raeabdas células secretoras
da classe Il produz uma invaginacdo que cria umag@s aparentemente
intracelular, para onde a célula secreta uma dati€iste espaco criado tem sido
chamado de canaliculo intracelular, embora o edtefm da célula (Noirot &
Quennedey, 1974, 1991). A forma, o tamanho, aillistdo e a quantidade de
células secretoras das glandulas mandibularesdifentre as espécies, castas e
sexo de abelhas. (Snodgrass, 1956; Costa & Crudiinari977; Cruz-Landim &
Abdalla, 2002).

A funcado das glandulas mandibulares néo esta ctanpdsmte esclarecida
nos Meliponini, embora em Apini alguns estudosdndim que a secrecao das
glandulas mandibulares esteja envolvida na comgé@aquimica. EmA.
mellifera,um dos principais compostos produzido pelas gl@asdmandibulares é
0 acido 9-oxidecendico (9 ODA), responsavel pelhigio do desenvolvimento
dos ovérios das operari@s do comportamento de construcdo de células para
criacdo de rainha; além de ser um atraente sexalgs machos durante o v6o
nupcial (Kaatz et al., 1992; Pankiw et al., 1994gé&s et al., 1997; Miller &
Ratnieks, 2001).
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As glandulas intramandibulares dos meliponineos a&ustituidas de
células secretoras da classe lll, localizadas teriam da mandibula, mas estéo
ausentes erA. mellifera Segundo Costa-Leonardo (1967), essas glandutks po
participar da producédo de feromoénios. Além daslaglsecretoras no interior da
mandibula, as células epidérmicas, cobertas nafase apical pela cuticula
tegumentar, em determinadas fases da vida dasscBstaninas tornam-se
secretoras, sendo caracterizadas como glandulaaste | (Cruz-Landim, 1967)
na qual a secrecdo é eliminada diretamente pelass pruticulares (Noirot &
Quennedey, 1974).

Considerando que em. scutellarisas rainhas virgens a partir de cinco
dias de idade adulta sdo mortas pelas operariapit(@a 1) e que 0s
hidrocarbonetos cuticulares tem participacdo noomeecimento do estado
reprodutivo das rainhas (Capitulo 2), esse trabtlie como objetivo avaliar a
morfologia das glandulas mandibulares e intramandibs em rainhas virgens de
M. scutellariscom diferentes idades para testar a hipétese sfas glandulas
participam da producgéo de hidrocarbonetos cutiealaas rainhas.

MATERIAL E METODOS
Animais

Os exemplares dil. scutellarisforam obtidos em col6nias instaladas no
Apiario da Universidade Federal de Vigosa, Vigadal45'14 N; 42°52'55" W),
Minas Gerais, Brasil. Duas colonias e scutellarisforam mantidas em caixas
de madeira com baixa luminosidade (tampada cono viecoberto com papel
celofane vermelho) e em temperatura ambiente de fmrdm retirados favos de
cria nascentes. Esses favos foram mantidos a 28Ctelobservados diariamente

para obtencéo de rainhas virgens recém-emergidas.

Para obtencdo de rainhas com sete dias de idads, rdinhas recém-
emergidas foram inseridas em gaiolas de grade th omen operarias nutridoras,
poélen e melad lib.. Essas gaiolas foram introduzidas nas col6niasriie os
individuos foram obtidos até atingirem sete diasddele. Essa metodologia foi

utilizada porque, a partir de cinco dias de idads, operarias campeiras
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demonstram um comportamento agressivo, atacandordms virgens, levando-

as a morte (Capitulo 1).
Microscopia de Luz

Duas rainhas virgens recém-emergidas e duas raiitgens com sete
dias de idade foram crio-anestesiadas por um miaw®0°C, sendo logo em
seguida decapitadas e as mandibulas e glandulasbukanes foram dissecadas e
transferidas para solucédo de Zamboni (Stefagtiail. 1967) por duas horas. Em
seguida as amostras foram desidratadas em sésiznte de etanol e embebidas
em historesina (Leica, Heidelberg, Germany). Sexgi® 4 um de espessura
foram obtidas e coradas com hematoxilina e eoghgumas seccdes foram
submetidas aos testes histoquimicos de P.A.S.gwdeanciar polissacarideos e
glicoconjugados e teste de mercurio-bromofenol eaidenciar proteinas totais
(Pearse, 1985).

Morfometria

Dez seccOes histologicas das glandulas mandibudanesamandibulares
das rainhas recém-emergidas e das rainhas comdsetede idade foram
selecionadas aleatoriamente, das quais foram nwedidaea celular total, a area
do nucleo e a relacéo nucleo/citoplasma de detasélias glandulas mandibular e
intramandibular. As medidas foram obtidas com a@uxib software Image Pro-
Plus® (Media Cybernetics Inc.). As medidas foramnsetidas ao teste T, teste de
comparacao das médias ao nivel de significancEfaepara verificar se existem
diferencas entre as células secretoras das gl@&duot@ndibulares e
intramandibulares de rainhas virgens recém-emeygideom sete dias de idade,
sendo as analises conduzidas. As andlises estistiram realizadas utilizando

o programa MinitaB (Minitab Inc., USA) verséo 14.
Ultra-estrutura

As glandulas foram dissecadas como descrito acirransferidas para
glutaraldeido 2,5% em tampéo cacodilato de sodidvDem periodos superiores
a vinte e quatro horas. As amostras foram lavaniampéao cacodilato de sodio,

pds-fixadas em tetroxido de ésmio 1% em tampaodiato de sédio por duas
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horas em temperatura ambiente, novamente lavaddampéo, desidratadas em
série com concentracdes crescentes de acetondu@ascem resina Spurr ®.
Seccdes ultrafinas foram contrastadas com acetatorahila 1% e citrato de
chumbo (Reynolds, 1963) e posteriormente analisadamicroscopio eletrénico

de transmissdo Zeiss EM109 do Nucleo de MicroscapiMicroandlise da

Universidade Federal de Vigosa.

RESULTADOS

As glandulas mandibulares das rainhas virgensMdescutellaris séo
compostas por células secretoras esféricas (FigdraAs células das glandulas
mandibulares de rainhas virgens recém-emergid&seamiaram area celular total
de 300,08 + 72,21 pfenquanto as células das glandulas mandibulares de
rainhas virgens com sete dias de idade apresentaeartotal de 394,32 + 65,94
unt, sendo que estas Ultimas apresentaram menor gelagéeo/citoplasma
(Tabela 1). O resultado do teste T comprova queéhslas secretoras das
glandulas das rainhas virgens com diferentes idag@esentam tamanhos
diferentes (R 0,05).

As andlises histoquimicas ndo demonstraram difaserentre rainhas
virgens recém-emergidas e com sete dias de idadees@ de mercurio-
bromofenol foi fortemente positivo paras as glaaduinandibulares das duas
rainhas analisadas (Figura 1B) e o citoplasma élatas secretoras das glandulas
mandibulares foi corado de forma heterogénea quanitbmetido ao teste de
P.A.S (Figura 1C)

As células secretoras da classe lll da mandibutarfdocalizadas sob a
epiderme, no interior da mandibula (Figura 2A).cAkilas secretoras da glandula
intramandibular das rainhas virgens recém-emergidasuiram area celular de
238,7 + 33,58 pf enquanto as rainhas virgens com sete dias dee idad
apresentaram 179,47 + 18,80 {urporém em ambas as rainhas os valores da
relagdo nucleo/citoplasma foram proximos. As célutecretoras de rainhas
virgens recém-emergidas apresentaram-se esféangsanto que as células de
rainhas virgens com sete dias de idade apresentmarom formato irregular

(Figura 2A, 2B e Tabela 2). As células secretoessgiandulas intramandibulares
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também apresentam tamanhos diferentes de acord@ ¢dade das rainhas {p
0,05).

As analises histoquimicas das células das glasdoteamandibulares da
classe lll das rainhas virgens indicaram que séoplasmas foram fracamente
positivos ao teste com mercurio-bromofenol (Figl€d) e ao testes de P.A.S
(Figura 2D).

O epitélio de revestimento associado a face condexanandibula das
rainhas virgens recém-emergidas e com sete diakade € composto por células
altas com nucleos alongados acompanhando o fomaat@lula com predominio
de cromatina descondensada (Figura 3A). O epitieicnandibula apresentou-se
fracamente positivo ao teste mercurio-bromofenagya 3B) e fracamente
positivo ao teste de P.A.S, prevalecendo a marcagésua por¢ao basal (Figura
30).

Andlises ultra-estruturais mostraram que as glasdabandibulares das
rainhas virgens recém-emergidas e com sete diddadie sdo compostas por
células com ndcleos grandes ricos em cromatinaoddeasada (Figura 4A) e o
citoplasma rico em reticulo endoplasmatico lisoimedndrias (Figuras 4B, 5A,
5B). Além disso, canaliculos intracelulares forabseyvados, caracteristica que

inclui essas glandulas na classe Il (Figuras &8

Andlises ultra-estruturais das células secretosaslasse Il da glandula
intramandibular mostraram que essas células apassenum reticulo
endoplasmatico liso bem desenvolvido assim comadasunitocondrias com

forma variada (Figura 6).

As células do epitélio de revestimento associaddaca convexa da
mandibula tém na porcdo mediana, citoplasma ricaetioulo endoplasmatico
liso (Figura 7A). A porcdo basal dessas célulaessgmtou invaginacdes da
membrana plasmatica associadas a mitocondriasréf@). A porcao apical das
células do epitélio mandibular apresentou a menabpd@ssmatica com inumeras
projecOes irregulares formando um extenso labirinto espaco subcuticular
(Figura 8).
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DISCUSSAO

As glandulas mandibulares de rainhas virgensl decutellariscom idades
diferentes apresentaram células secretoras cormtasaliferentes, sendo mais
desenvolvidas em rainhas virgens no periodo no géal agredidas pelas
operérias (a partir de cinco dias de idade), ompoe sugerir que as glandulas
mandibulares em rainhas virgens possam participarochunicacdo quimica em
M. scutellaris Em rainhas virgens d&captotrigona posticaa secrecdo das
glandulas mandibulares € utilizada como comunicagéo os machos durante o
voo nupcial (Velthuis, 1997; Gracioli-Vitti, 2004).

As analises ultra-estruturais ndo mostraram elifgais entre ceélulas
secretoras das glandulas mandibulares das raiimgesy recém-emergidas e com
sete dias de idade di& scutellaris Essas células possuem nucleos esféricos com
cromatina descondensada e nucléolo evidente bemo coitoplasma com
abundancia de reticulo endoplasmatico liso e mitdgas. Essas caracteristicas
indicam que as células secretoras das glanduladiidares das rainhas virgens
de M. scutellaris secretam compostos de natureza lipidica. Entretamdio
descartamos que a secrecao apresente glicocongjgadpe o citoplasma dessas
células foi positivo ao teste de P.A.S. B bicolor, as células secretoras das
glandulas mandibulares de rainhas virgens apresemtgueza de reticulo
endoplasmatico granular e complexo de Golgi, oigdiea que a secre¢do dessas
células é de natureza protéica ou glicoprotéicquamto as células secretoras das
rainhas fisogastricas apresentam riqueza de retendloplasmatico liso, o que
indica que a secrecao dessas células é de natinielzea (Gracioli et al., 2004).
Assim, as glandulas mandibulares de rainhas virgerM. scutellarisséo mais
semelhantes as glandulas mandibulares de rairdwgfitricas do que de rainhas
virgens deM. bicolor. Alguns trabalhos com insetos sociais sugerem aue
secrecdo das glandulas mandibulares de rainhas quoder feroménios e que
essa secrecdo apresenta compostos com caratecoligicbpoff & Greenber,
1988; Cruz-Landim & Reginato, 2001; Grasso et24lQ3; Cahlikova et al., 2004;
Gracioli et al., 2004; Gracioli-Vitti et al., 200€ruz-Lépez et al., 2005). Como as
células das glandulas mandibularesMiescutellarisapresentaram caracteristicas
na sua ultra-estrutura que indicam a sintese depastos de carater lipidico,
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acreditamos que esses compostos possam contrimnia@comunicacao quimica

na colbnia de forma semelhante ao que ocorre erasouisetos sociais.

Nas mandibulas de rainhas virgenshMlescutellarisforam encontradas
dois tipos de glandulas intramandibulares: célde<lasse | e células da classe

[Il segundo classificacdo de Noirot & Quennedey/@,9991).

As células secretoras da glandula intramandikidaclasse 11l de rainhas
virgens recém-emergidas e com sete dias de idarkEsespparam morfologia
diferente. Nas rainhas virgens recém-emergidaglatas sdo esféricas, enquanto
gue nas rainhas com sete dias de idade a morfadoigiagular, 0 que sugere que
estas glandulas estariam em processo de degene&@pdo envelhecimento das
rainhas, porém, nenhum sinal de degeneracdo, & rdcleo picnotico e corpos
apoptoticos, foi observado nas analises ultratestis. Apesar da morfologia
diferente, as células secretoras de ambas as idadesnhas virgens mostraram
relacdo nucleo/citoplasma préoxima, sugerindo que® Mm@ diferencas na
quantidade de secrecdo produzida, pois a area @aksc glandulares esta
correlacionada com a quantidade de secrecdo, cagerido por Peters et al.,
(2010).

As anadlises ultra-estruturais das células sea®toda glandula
intramandibular da classe Il de rainhas virgendVdescutellarisem ambas as
idades estudadas demonstraram que essas célulagicedo em reticulo
endoplasmatico liso o que sugere que a secrec@aglgtndulas tem carater
lipidico. Essas células supostamente sdo respdagila producdo de compostos
lubrificantes das mandibulas e outras substanelasionadas com a construcao
do ninho, tarefas executadas pelas operéarias (NE@gD; Santos et al., 2009), o
gue parece ndo ser 0 caso em rainhas, uma vesigueasta ndo participa destas
atividades no ninho. Entretanto, Costa-Leonard@§1%ugere que o produto de
secrecdo das glandulas intramandibulares da cldsspode participar da

comunicacao quimica da colbnia.

O epitélio secretor (glandula da classe ) da ritard de rainhas di!.
scutellaris € constituido de células colunares ricas em Hetiendoplasmatico
liso. Segundo Santos et al. (2010) o epitélio secreas rainhas € mais
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desenvolvido nas rainhas do que nas operariadl.dscutellaris Esse epitélio
hipertrofiado também foi encontrado em rainhaserdnas de outras espécies do
géneroMelipong ScaptotrigonaPlebeiae SchwarziangCosta-Leonardo, 1978;
Santos et al., 2009). Segundo Santos et al. (2065)itélio secretor da mandibula
de operarias dBlebeia emerina&om idade de 20 a 30 dias de idade adulta indica
que este epitélio auxilie na manipulagdo de prép&omo o epitélio de rainhas
de M. scutellaris também foi hipertrofiado com riqueza em reticuleo)l
sugerimos que essas células também participem athugiio de feromoénios. A
producdo de alomoénios pelas glandulas intramaratiésildo tipo | foi sugerida
para ocorrer na formigdyramica membraniferéBillen & Espadaler, 2002).

Na regido basal das células do epitélio secretorjngaginacdes da
membrana plasmatica associadas as mitocondriagesuggue esse epitélio
participe de transporte substancias. Além dissodlises histoquimicas
demonstraram granulos P.A.S positivos, 0 que sugeeeesses granulos sejam

moléculas de glicogénio utilizadas como fonte dergia para tal transporte.
CONCLUSAO

As glandulas mandibulares e intramandibulares dmhas de M.
scutellaris apresentaram caracteristicas morfolégicas quedndia sintese de
compostos de natureza lipidica, possivelmente gmad na comunicacéo

quimica destas.
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Figura 1 - Seccao histologica da glandula mandibdéarainha virgem recém-
emergida deM.scutellaris A — Células secretoras (CS) mostrando nacleod (Nu
bem desenvolvidos e citoplasmas homogéneos. Heilaekosina. B — Células
secretoras (CS) submetidas ao teste de mercunoebenol mostrando
citoplasmas fortemente positivos. C — Células seas (CS) submetidas ao teste

de P.A.S mostrando citoplasmas com regifes posit(satas largas). Barras:

30um

44



Tabela 1 — Medidas (média * dp) das células seatta glandula mandibular de
rainhas virgens dilelipona scutellariscom diferentes idades.

) ) Area
Area Celular Area nuclear _ Relag&o Nucleo/
Rainhas citoplasmatica )
Total (unf) (une) Citoplasma
(un)
Recém-
) 300,1+72,2 665+17,7 233,6+71,1 0,31+0,3
emergida
Sete dias de
” 3943+65,9 61,1+18 333,2+65,3 0,191+0,1
vida
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Figura 2 — Seccles histolégicas das glandulasniatndibulares de rainhas
virgens deM. scutellaris A — Rainha virgem recém-emergida mostrando c&lula
secretoras da classe lll (CS) esféricas e episdizretor (ES). Hematoxilina-
Eosina. Barra: 3dn. B — Rainha virgem com sete dias de idade mafdran
células secretoras da classe Il (CS) com fornegitar. Hematoxilina-Eosina.
Barra: 3um. C — Rainha virgem recém-emergida mostrandoagkscretoras da
classe Il (CS) com fraca reagcdo positiva no céepla ao teste de mercurio-
bromofenol. Barra: 20m. D — Rainha virgem recém-emergida mostrando fraca
reacdo ao teste de P.A.S (pontas de seta) naasékdretoras da classe Il (CS) e
no epitélio secretor (ES). Barra: 30.
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Tabela 2 — Medidas (média + dp) das glandulas assel lll presentes no interior
da mandibula d®elipona scutellaris

] ) Area
_ Area Celular Area nuclear . Relagao
Rainhas citoplasmatica . _
Total (und) (un? Nucleo/Citoplasma
(unT)
Recém-
) 238,7 + 33,6 415+153 197,1+32/4 0,2+0,1
emergida
Sete dias de
dad 179,5+ 18,8 29,7+45 149,7 £ 19,1 0,2+0,04
idade
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Figura 3 — Seccdes histoldgicas da glandula intnalibalar da classe | de rainha
virgem deM. scutellaris A — Rainha virgem recém-emergida mostrando epitél
secretor (ES) da mandibula formado por célulasnemis com nucleos (Nu) bem
desenvolvidos. Hematoxilina-Eosina. Barraspr80 B) Rainha virgem recém-
emergida mostrando fraca reacdo do citoplasmasé® de mercurio-bromofenol.
Barra: 2@um. C — Rainha virgem com sete dias de idade makiraracdo
positiva (setas largas) na porcado basal das cébela®toras ao teste de P.A.S.
Barra: 3@um. Ct, cuticula; Cs, células secretoras.
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Figura 4 - Micrografia eletrénica de transmissaocélula secretora da glandula
mandibular de rainha virgem recém-emergida Mle scutellaris A - Célula

secretora mostrando nucleo (Nu) com predominiordenatina descondensada e
canal coletor (Ca) no citoplasma. Barranb B — Detalhe do citoplasma com

reticulo endoplasmatico liso (REL) e mitocondrils$)( Barra: Jum.
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Figura 5 — Micrografia eletrénica de transmissaaélala secretora da glandula
mandibular de rainha virgem recém-emergidaMiescutellaris A — Por¢ao
mediana da célula mostrando reticulo endoplasmésooREL) e mitocéndrias
(Mt). Barra: 1um. B — Detalhe da célula secretora com o canal colga).
Barra: 1um.
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Figura 6 - Micrografia eletrénica de transmissadocdlula secretora da glandula
mandibular de rainha virgem recém-emergiddidscutellarismostrando riqueza
de reticulo endoplasmaético liso (REL). BarramL
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Figura 7 — Micrografia eletrdnica de transmissdo eutélio secretor da
mandibula de rainha virgem com sete dias de idadié. dcutellaris A — Porcao
mediana da célula com reticulo endoplasmatico(RdeL) e mitocondrias (Mt).
Barra: 1 um. B — Porcdo basal da célula com invaginacbes debrana

plasmatica (setas largas) associadas a mitocoritittasBarra: 1um.
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Figura 8 — Micrografia eletrdnica de transmissdo eutélio secretor da
mandibula da rainha virgem recém-emergida Mie scutellaris mostrando a
porcdo apical com projecbes da membrana plasmédicaando um labirinto
(LB) no espaco subcuticular (SC). Ct: cuticula.rBabum.
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CONCLUSAO GERAL
Em M. scutellaris as rainhas virgens com até quatro dias de idades&o

atacadas pelas operérias, enquanto rainhas a gartinco dias comecam a ser
agredidas e sdo mortas com tempo mediano de vidsetde dias de idade. O
atague das operarias foi precedido pelo contatsuds antenas na regidao do
abdoémen das rainhas virgens, sendo o ataque c&adte pela decapitacdo das

rainhas.

O perfil de hidrocarbonetos cuticulares de rainhagens deM. scutellaris
difere com o avancar da idade e sofre influénciaaiiaha fisogastrica. Além
disso, o perfil de hidrocarbonetos cuticulares d#@shas virgens difere do perfil

de hidrocarbonetos cuticulares de rainhas fisogastr

As glandulas madibulares e intramandibulares aeptagam areas
celulares totais diferentes de acordo com a idadas nao apresentaram
diferencas para os testes histoquimicos e na stamestrutura. Estas glandulas
apresentaram riqueza em reticulo liso, caractesigiie indica sintese de lipidios.
O epitelio da mandibula também apresentou caratiteis morfoldgicas

semelhantes as das glandulas mandibulares e imtdivotares.

Como as rainhas virgens bk scutellarissdo mortas em média com sete
dias de idade e que o perfil de hidrocarbonetasidates dessas rainhas difere do
perfil de hidrocarbonetos cuticulares de rainhagmeemergidas, acreditamos
que exista um reconhecimento quimico das rainhhigens pelas operarias. Além
disso, acreditamos que as glandulas mandibulariegramandibulares podem
contribuir com a sintese de feroménios que indueconhecimento das rainhas

pelas operérias.
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