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1. INTRODUCAO
I.1. Considerzigﬁes sobre abelhas sem ferrio Melipona

As abelhas sem ferrdo, objeto do presente trabalho, pertencem a
familia Apidae e subfamilia Meliponinae, a qual se divide em duas tribos:
Meliponini que inclui um dnico género, Melipona, compreendendo 40
espécies e Trigonini, compreendendo 54 géneros e mais de 300 espécies
(CAMARGO & PEDRO, 1992). Estdo distribuidas na Zona Tropical e
Subtropical, nas Américas do Sul e Central, Malasia, india, Indonésia,
Africa e Australia.

Os Meliponineos formam um grupo de abelhas que sdo distinguiveis
das outras pela redugfo e fragilidade da venagdo das asas, atrofia do ferrdo
e pela presenga de penicilo na tibia posterior (tufo de cerdas muito duras e
desenvolvidas, no canto anterior do 4pice da tibia) (SAKAGAMI, 1982,
MICHENER, 1990). As colonias apresentam divisdo de castas, onde a
rainha e as operarias diferem quanto a morfologia, fisiologia e
comportamento. Os machos séo de vida curta, €, a0 contrario do que se
pensava, tém papel importante na regulagao social e deixam cedo a coldnia.
(KERR, 1997). Os machos originam-se por partenogénese arrenétoca
sendo, portanto, haploides, enquanto as fémeas sdo diploides, originadas de
ovos fecundados.

As abelhas eusociais apresentam a seguinte divisdo de castas:

- rainhas: sdo as fémeas férteis, responsaveis pela postura da maioria dos
ovos, ndo apresentam comportamento de coleta de alimento.

- operarias: sdo as fémeas estéreis ou semi-estéreis, responsaveis pela
alimentagdo da cria e da rainha, coleta de alimento, limpeza, construgdo de

alvéolos e demais partes do ninho, defesa e, em alguns casos, pela postura




de ovos que darfio origem 2 machos ou Ovos que servirdo de alimento a
rainha (ovo trofico).

Os machos, haploides, permanecem na colméia no primeiro tergo das
suas vidas e ja foram vistos realizando trabalhos como: aquecimento da
cria, produgdo € manipulagdo de cera, desidratagio e coleta de néctar €
polen nas flores, quando sao expulsos da colméia. (VEEN et dl., 1994,
KERR, 1997).

Em uma coldnia de abelhas, a casta pode ser induzida por
mecanismos:

- comportamental: quando nio ha diferengas morfologicas ou genéticas
entre as fémeas e uma delas torna-se dominante sobre as demais, como
ocorre em algumas vespas (ROSELER et al., 1980);

- trofogénico: ha diferengas morfologicas entre as fémeas, mas tanto
rainhas como operarias originam-se de ovos com a mesma constituigdo
genética. E a alimentacdo diferencial que determina a casta, COmo em Apis
mellifera e alguns Trigonini;

- genético-alimentar: 0ovos com diferenca na constituigdo genética
associado 4 quantidade suficiente de alimento ddo origem a um
polimorfismo morfo-fisiologico entre as fémeas. E o que ocorre em abelhas
Melipona (KERR, 1946).

BEZERRA  (1995) observou que rainhas de Melipona
quadrifasciata, nascem com maior frequéncia na periferia (coroa) dos
favos e os machos, por sua Vez, emergem preferencialmente da regido
central. Isto se deve ao fato de que as células da periferia sao
aprovisionadas com uma maior quantidade de alimento larval do que as
células do centro do favo.

KERR (1946, 1948, 1950); KERR & NIELSEN (1966, 1967)

propdem que existe uma interagdo entre alimento e genética na




determinagdo de castas dessas abelhas, sendo que rainhas sao produzidas
pela dupla heterozigose de dois genes <2 e xD, associada a alimentagdo
suficiente da larva enquanto que operarias s30 determinadas pela
homozigose de qualquer desses dois genes ou ambos, independente da
quantidade de alimento que a larva receba. Os genes x2 e xb seriam
responsaveis por algum passo na cadeia de Teagdes bioquimicas de sintese
de Hormoénio Juvenil (HJ) (CAMPOS, 1978). Pesquisas no sentido de
elucidar os passos no metabolismo do HJ em Melipona estao sendo
desenvolvidas por NUNES-SILVA & KERR (c.p.).

Em Melipona os genes que conferem caracteristicas feminizantes
estdo presentes tanto em machos como em fémeas, sendo que em zangdes
se encontram bloqueados; em operarias estao parcialmente ativos € em
rainhas estdo totalmente ativos (BONETTI, 1982).

Em abelhas Melipona, a aplicag@o de HJ ou seus analogos, na fase
em que a larva esta tecendo o casulo ou um pouco antes, faz com que esta
se diferencie em pupa de rainha (CAMPOS, 1975 ; CAMPOS et al., 1975;
BONETTI, 1982 ; BONETTI et al., 1995).

BONETTI (1984) tratou larvas de operarias de Melipona
quadrifasciata com HJ e obteve rainhas com ovarios idénticos ao de rainha
natural e sugeriu que 0 aumento deste hormonio na fase de transig¢do larva-
pupa possul papel na regulagio da expressao de genes feminizantes,
levando a diferenciagio da larva em fomea completa, quanto aos OVArios.

BONETTI & KERR (1985) demonstraram que nessas abelhas 0s
genes feminizantes responsaveis pela determinagio de casta fazem parte de
uma bateria de genes, que pode ser ativada pelo HJ.

A auséncia de HJ pode ser devido a um decréscimo de produgao
pelos corpora allata elou degradagdo do horménio (DOWNER et al., 1975;
HAMMOCK & ROE, 1985). Supde-se que esterases HJ sejam as enzimas




que hidrolizam o HJ, como parte desse mecanismo regulador. Um aspecto
importante no estudo das esterases nos insetos ¢ a relagdio entre a atividade

de algumas dessas enzimas € a degradagfio do HJ.
1.2. Consideracdes sobre Esterases

Em 1959, MARKERT & MOLLER constataram a existéncia de
enzimas que catalizavam reagdes ijdénticas em diferentes organismos € €m
diferentes tecidos de um mesmo organismo. Conceituaram isozima (ou
isoenzima) como as formas moleculares multiplas nas quais uma enzima
pode existir em um mesmo organismo.

As isoenzimas podem ser controladas geneticamente por um ou
varios genes situados em um meSmoO Jocus ou em diferentes loci,
respectivamente (SCANDALIOS, 1969; MARKERT, 1975) e quando
representam a €Xpressao fenotipica de alelos situados em um mesmo locus
sio denominadas alozimas (CONKLE et al., 1982) ou aloenzimas.

Isoenzimas/Aloenzimas constituem uma importante fonte de
marcadores genéticos que podem ser empregados em varios programas
experimentais teoricos € praticos. |

A premissa basica adotada ao se utilizar dados isoenzimaticos € que
diferengas na mobilidade de isoenzimas em um campo elétrico sdo
resultantes de diferengas ao nivel de sequéncias de DNA, que codificam
tais enzimas. Assim, se os padroes de bandas de dois individuos diferem,
assume-se que essas diferengas tenham base genética e sejam herdaveis
(MURPHY et al., 1990). Entretanto, isoenzimas também podem ter causa
epigenética.

Dentre os sistemas enzimaticos, as esterases constituem o grupo de

enzimas mais intensamente estudado em virtude de algumas caracteristicas




peculiares que apresentam. Elas sdo amplamente distribuidas nos diferentes
grupos de animais e plantas, ocorrem em um grande nimero de formas
determinadas por loci génicos distintos, apresentam ampla variabilidade
genética, devem apresentar papel funcional bem diversificado e, além
disso, apresentam, comumente, distribuigio tecidual e temporal especificas.

As esterases compreendem um grupo heterogéneo de enzimas
hidroliticas, que catalizam a hidrolise dos ésteres, além de peptideos,
amidos e haletos (WALKER & MACKNESS, 1983).

A atividade dessas enzimas é geralmente demonstrada utilizando-se
métodos histoquimicos de coloragdo com substratos sintéticos que ndo
apresentam relagdo com os substratos bioloégicos como, por exemplo, 0s
ésteres do naftol (SHAW, 1965; BREWER, 1970) e da 4-
metilumbeliferona (HOPKINSON et al., 1973). As esterases assim
identificadas sdo classificadas como enzimas inespecificas (SHAW, 1965).

A diversidade de substratos e atividades sobrepostas tem dificultado
uma classificagdio precisa das esterases. Tentativas de classificagdo foram
baseadas no comportamento das enzimas frente a inibidores.

ALDRIDGE (1953) classificou as esterases com base na sua
interagdo com organofosforados (como o dietil p-nitrofenilfosfato). Nessa
classificagio, as esterases A (aromaticas ou arilesterases) hidrolizam os
organofosforados ¢ apresentam atividade preferencial frente aos ésteres
aromaticos. As esterases B (alifaticas ou aliesterases) sdo inibidas pelos
organofosforados. As esterases B podem ainda ser subdivididas em
carboxilesterases e colinesterases, com base na inibigio dessas ultimas pelo
sulfato de eserina. As esterases C ndo sdo inibidas pelos compostos
organofosforados.

HOLMES et al. (1968) classificaram as esterases em 4 grupos: a)

carboxilesterases, sensiveis ao organofosforado 0,0 diisopropilfluorofosfato




(DFP), b) arilesterases, sensiveis apenas ao p-hidroximercuribenzoato
(PHMB) e/ou p-cloromercuribenzoato (PCMB); ¢) colinesterases, sensiveis
a0 sulfato de eserina e DFP, incluindo as acetilcolinesterases ¢
pseudocolinesterases; d) acetilesterases, insensiveis a todos os inibidores
mencionados e que hidrolisam, preferencialmente, os ésteres do acido
acético.

A variabilidade dos padrdes isoenzimaticos de uma populagdo &,
geralmente, atribuida 4 segregagdo genética e ¢ denominada polimorfismo.
Esterases sdo as enzimas mais polimérficas em insetos e outros organismos
vertebrados.

Nos insetos ha evidéncias de que elas participam dos processos
digestivos (KAPIN & AHMAD, 1980) da regulagio dos niveis de HJ (DE
KORT & GRANGER, 1981) e da degradagdo de inseticidas
(MOTOYAMA & DAUTERMAN, 1974). Portanto, as diferentes formas
moleculares das esterases tém sido estudadas nos diferentes tecidos e fases
do desenvolvimento com objetivos distintos tais como: determinagdo da
existéncia de variantes genéticas e sua utilizagdo para diferenciar
populagdes, ragas ou subespécies; andlise da expressao diferencial no
desenvolvimento ontogenético e nas diferentes castas ¢ a relagdo de
esterases com seus inibidores e com inseticidas.

CARRASCO et al. (1984) encontraram seis zonas de atividade
esterasica em Drosophila dunni, sendo que um dos sistemas enzimaticos
estava restrito ao sistema reprodutivo de machos.

JONES & BANCROFT (1986) determinaram a distribui¢do e
provavel papel fisiologico de esterases em tecidos reprodutivos, digestivos
e corpo gorduroso de Anthonomus grandis e encontraram 5 esterases. A
EST-1 ocorreu mais frequentemente em ovariolos e corpos gordurosos de

fomeas. A EST-2 foi mais encontrada em corpos gordurosos. EST-3% foi




encontrada em COIPOS gordurosos © tecidos reprodutivos, enquanto a EST-
3F sempre esteve associada a tecidos digestivos. EST-4 foi a esterase mais
abundante, detectada em tecido do intestino e, provavelmente, envolvida na
digestdo. EST-3 apareceu, mais frequentemente em testiculos e pode ser
importante durante a reprodugao.

Em Drosophila melanogaster, a EST-6 esta relacionada com O
comportamento de acasalamento, influenciando em macho, sua velocidade
e também catalisando a formagao de um ferormonio anti-afrodisiaco na
fomea, a partir do fluido seminal do macho (RICHMOND et al., 1986).

LIMA & CONTEL (1990) analisaram O perfil eletroforético de doze
proteinas em populagdes naturais de Spodoptera frugiperda €
determinaram que 2a carboxilesterase consistia de trés zonas ativas,
presentes durante todas as fases do desenvolvimento ontogenético. Em
duas populagdes, as EST-1 e EST-3 apresentaram variantes fenotipicas,
sugerindo que O locus EST-1 pode ter 1 alelos codominantes € O locus
EST-3 pode ter, pelo menos, 6 alelos codominantes.

SCARPASSA et al. (1996) estudaram 4 enzimas em 6 populagoes de
Anopheles nuneztovari (4 do Brasil e 2 da Colombia). Um dos sistemas
estudado foi 0 de esterase, que apresentou, 1O Jocus EST-5, regides de
atividade com alta variabilidade alélica para as populagdes brasileiras ¢
baixa yariabilidade para as populagoes da Colombia.

Em abelhas, as isozimas esterases tém sido estudadas para 0s mais
diversos fins. BITONDI & MESTRINER (1983) analisaram esterases de
Apis mellifera utilizando ésteres de A-metil-umbeliferona e inibidores.
Detectaram seis sistemas jsoenzimaticos para esterases, que foram
caracterizados quanto 3 especificidade de substrato e propriedades
inibitorias sendo que, dentre esses, trés ndo apresentaram mudancas durante

o desenvolvimento € trés, variaram. Utilizando reagentes tiois, BITONDI
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& MESTRINER (1985) demonstraram que pelo menos trés dessas enzimas
apresentavam grupamentos sulfidrila.

SHEPPARD & BERLOCHER (1985) utilizaram condig¢des
eletroforéticas varidveis para detectar novas variabilidades de alozimas em
Apis mellifera ligustica e encontraram trés sistemas polimorficos, sendo
dois de enzima malica e um de esterase. Foram determinadas duas alozimas
esterasicas, EST'® ¢ EST'*. Mais tarde, SHEPPARD & BERLOCHER
(1989) utilizaram sistemas enzimaticos para analisar a variagdo inter e
intra-especifica de quatro espécies de Apis (A. cerana, A. dorsata, A. florea
e A. mellifera) e determinaram a existéncia de uma consideravel diferenga
genética entre as espécies, permitindo a discriminagdo das espécies, mesmo
a partir de uma tnica colonia.

FALCAO & CONTEL (1990) ao determinarem o padréo
isoenzimatico de carboxilesterases e de proteinas totais em dez espécies de
abelhas sem ferrdo (Melipona compressipes, M. marginata M.
quadrifasciata, Plebéia droryana, Friesella schrottkyi, Partamona helleri,
Scaptotrigona  bipunctata, S. postica, Tetragonista angustula e
Nannotrigona testaceicornis) detectaram seis esterases polimorficas, sendo
cinco monoméricas ¢ uma dimérica. O controle genético de cada uma
dessas esterases foi dependente da atividade de dois alelos.

Estudos isoenzimaticos foram usados para estimar diferencas
genéticas em populagdes de abelhas africanizadas do Brasil e América
Central. Foram examinados sete loci enzimaticos, em operarias adultas de
Apis mellifera. Desses, cinco exibiam polimorfismos (DEL LAMA et al.,
1990).

FROHLICH et al. (1990) classificaram as esterases de Megachile
rotundata com base em estudos de inibi¢do. Foram encontradas 7 bandas

esterasicas. As bandas 2 a 6 ¢ a zona 7 exibiram inibi¢do por compostos




organofosforados e foram designadas de esterases B. A banda 1 foi
completamente insensivel a qualquer inibidor usado e pode ser do tipo A
(hidroliza organofosfato) ou do tipo C (insensivel).

ALMEIDA (1992) estudou o perfil protéico e esterasico de zangdes
de Apis mellifera tratados ou néo com HJ III e ndo detectou nenhuma
alteragdio no padréo esterasico entre os zangoes haploides, independemente

da fase analisada.
1.3. Consideracdes sobre efeitos do Hormonio Juvenil (HJ)

ENGELMANN (1970) descreveu o HJ como sendo sintetizado e
secretado pelos corpora allata (CA), glandulas que se originam de
invaginagdes ectodermais entre os segmentos da mandibula e a primeira
maxila, geralmente, localizadas dentro da capsula da cabega,
posteriormente ao cérebro e corpora cardiaca (CC).

Até o momento sido conhecidos 5 tipos de HJ, denominados:

- HJ I e 11, detectados em machos de Hyalophora cecropia (ROLLER et
al., 1967),

- HJ IIL, que foi isolado a partir de culturas de CA de fémeas de Manduca
sexta (Lepdoptera) (JUDY et al., 1973),

_HJ O e is0-O, isolados de embrides de Manduca sexta (BERGOT et al.,
1980).

DE KORT & GRANGER (1981) sugeriram que os compostos
designados por HJ [, HJ I e HJ III diferem na atividade fisiologica e nas
concentragdes na hemolinfa durante o ciclo de vida do inseto. Os HJ I e HJ
II, por atuarem nas fases larvais € na metamorfose, seriam hormonios

morfogenéticos. O HJ III, predominante na maioria dos insetos adultos,

seria gonadotrofico.
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O HJ desempenha um papel essencial na regulagdo do
desenvolvimento e comportamento de insetos nos estagios juvenil e adulto.

A fungio melhor caracterizada do HJ esta na transi¢do larva-pupa
pela sua interagdo com a ecdisona. Ele também atua em varios outros
processos incluindo a regulagdo da produgdo de ovos (SHAPIRO et al.,
1986; BOWNES, 1989), morfogénese e reproducgo de insetos (DE KORT
et al., 1979), desenvolvimento de 6rgaos gonadotréficos de macho e fémea
(YAMAMOTO et al., 1988; BONETTI, 1984), determinagdo de casta
(RACHINSKY & HARTFELDER, 1990; BONETTI, 1982; BONETTI et
1995) e diapausa (DENLINGER & TANAKA, 1989; ZERA &
TEIBEL, 1989). Sua concentragdo na hemolinfa depende de varios fatorés

al.,
tais como, sintese e liberagdo pelos CA, degradagéo por esterases, ligacdo a
proteinas transportadoras, captagéo pelos tecidos e excre¢ao.

Alteragdes no titulo de HJ foram consideradas fundamentais para a
regulagdo dos processos controlados pelo proprio HJ. Essas alteragdes
regulariam a biossintese de HJ pelos CA, que por sua vez atuariam sobre os
drgdos alvo, ocasionando um controle do tipo “feedback™ sobre os CA
(TOBE & STAY, 1985).

NIJHOUT & WHEELER (1982) propuseram que a metamorfose
estaria diretamente ligada ao desaparecimento do HJ da hemolinfa, na fase
larval do inseto.

A metamorfose € controlada pela interagdo de trés hormonios: (1)
Horménio Protoracicotrofico (PTTH) (2) Ecdisona, que ¢ convertido em

20-hidroxiecdisona (3) ¢ HJ (GILBERT et al., 1980; RIDDIFORD, 1980;

RICHARDS, 1981).
A 20-hidroxiecdisona reprograma o genoma larval para passagem ao

estagio pupal mas, €ssa indugdo s6 ocorre apoés um consideravel

decréscimo do titulo de HJ (RIDDFORD, 1980, 1981). A inativagdo do HJ
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¢ necessaria para completar a metamorfose. Esta inativagao é feita por uma
enzima especifica, a HJ-Esterase, capaz de hidrolizar o HJ ligado ou ndo a
proteinas transportadoras (SANBURG et al., 197 5).

Em Apis mellifera, o HJ foi considerado um fator importante na
diferenciagio de castas, embora na maioria dos insetos esse horménio seja
apontado como responsavel pela inibi¢do da metamorfose.

Em Apis melifera constatou-se que a aplicagdo de HJ ou bioanalogos
em larvas de operarias, leva a diferenciagdo em rainha (BEETSMA, 1979,
CAMPOS, 1977). RACHINSKY & ENGELS (1995) concluem, em seus
estudos com Apis mellifera, que os ecdisterdides sdo os determinantes da
sintese protéica em OVArios, mais do que o proprio HI.

BONETTI (1982) trabalhando com larvas de Melipona, verificou
que HJ aplicado imediatamente antes a fase de pupagdo podia ativar os
genes responsdveis pelas caracteristicas de castas, o que levava a produgéo
de até 100% de rainhas. Segundo BONETTI (1990) o alto titulo de HJ, em
fase determinada do desenvolvimento, seria um fator essencial na
determinagdo de castas, desencadeando a expressdo dos genes
feminizantes.

WHITMORE et al. (1972) propuseram um mecanismo para a
regulagdo do titulo de HJ, no qual o proprio hormoénio induziria o
aparecimento de formas moleculares especificas de carboxilesterases na
hemolinfa, capazes de degradar o HJ circulante, permitindo ao inseto 0
desenvolvimento normal dos processos morfogenéticos.

ADJAMI & RIDDIFORD (1973) por meio de estudos “in vivo” e
“in vitro” com espécies de oito ordens de insetos observaram que o HJ era
rapidamente metabolizado e de sua degradagdo resultavam dois
metabolitos: HJ acido e HJ diol. Assim, a hidrélise pelas esterases, segundo

os autores, seria 0 caminho primario para a degradagdo do HJ circulante.

10 TOETT
Ap Feagrgr};}
's‘,g,yl "’.}‘)”;\.\&
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Esterases sio enzimas capazes de hidrolizar o HJ e, por isso,
participam do mecanismo regulador do titulo deste horménio em insetos.
As Esterases Horménio Juvenil Especificas (HJE) capazes de hidrolisar o
grupamento metil ester do HJ, foram identificadas na hemolinfa de muitas
espécies.

As HJE de Manduca sexta foram classificadas em dois grupos,
utilizando inibidores (SANBURG et al., 1975). As esterases da classe I sdo
inativadas pelo diisopropilfluorofosfato, estdo presentes durante todo ©
desenvolvimento do inseto e sdo capazes de hidrolizar apenas o HJ livre.
As esterases da classe II  sdo fracamente inativadas  pelo
diisopropilﬂuorofosfato, sjo detectadas na hemolinfa somente durante o
altimo instar larval e sdo capazes de hidrolisar o HJ na forma livre ou
associado com proteinas transportadoras.

RENUCCI et al. (1984) determinaram a atividade da HJE na
hemolinfa do grilo doméstico Acheta domesticus durante seu primeiro ciclo’
reprodutivo e constataram uma correlagdo entre flutuagdes de titulo de HJ
na hemolinfa e atividade desta enzima. As quedas dos picos de HJ eram
acompanhadas por aumento da atividade HJE.

Indugdo de esterases especificas para o HJ também foi observada em

fomeas adultas de Leucophae maderae (GUNAWAN & ENGELMANN,

1984).
RAUSCHENBACH et al. (1987) observaram que em Drosophila

virilis 0 aumento da atividade da p-esterase esta relacionado a um
decréscimo no titulo de HJ em diferentes estagios de desenvolvimento,
concluindo que, nessa espécie, a p-esterase ¢ a HJE. CAMPBELL et al.
(1992) demonstraram que a EST-20 de Drosophila melanogaster ¢
homologa a p-esterase de Drosophila virilis. No entanto, os autores

verificaram que a atividade hidrolitica do HJ n#o esta associada com a
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EST-20 ou com a p-esterase e que, portanto, essas esterases nio devem
corresponder a HJE.

ZERA et al. (1992) constataram que a baixa atividade da HIJE,
durante o fim do estagio pupal, esta fortemente correlacionada com a
formagao de asas curtas em adultos do grilo Gryllus rubens.

A agio das HIE na regulagdo do titulo de HJ pode diferir entre
espécies e, provavelmente, entre oS estagios de desenvolvimento dos
insetos. A correlagio entre as flutuagbes da atividade dessas esterases na
hemolinfa e as alteragdes dos titulos de HJ revelaram o importante papel
que essas enzimas apresentam na regulagdo.

Em Manduca sexta, a HIE parece ser induzida pela presenga de
juvendides, de forma dose-dependente, indicando que HJ estimula a
velocidade de sua propria degradagdo (SPARKS et al., 1983). Assim, as
HIE foram consideradas as responsaveis diretas pela remogéo de todo trago
de HJ da hemolinfa e de outros tecidos, em periodos criticos, regulando
fases importantes do desenvolvimento (DE KORT & GRANGER, 1981).

A agdo combinada desses fatores faz com que a concentragdo de HJ
na hemolinfa seja regulada com precisdo e obedeca a um padrio na maioria
dos insetos: é alta no inicio das fases larvais e baixa no final das mesmas.
No tltimo estagio larval ocorre um desaparecimento abrupto deste
horménio na hemolinfa, seguido da metamorfose. Na fase adulta, sua
concentragdo aumenta novamente de acordo com o estado fisiologico e
estado reprodutivo dos insetos (DE KORT & GRANGER, 1981). Esse ¢ 0
modelo para a maioria dos insetos, embora parega ser diferente para

abelhas sem ferrrdo classificadas como Melipona.
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I1. OBJETIVOS

A analise da atividade das esterases, realizada no presente trabalho
teve como objetivos: |

_Caracterizar as esterases qué ocorrem i Melipona scutellaris
durante o desenvolvimento ontogenético pos-embrionario, por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE néo desnaturante).

_Verificar se ocorrem esterases S€xo € casta especificas, ou seja,
verificar as modificagdes de expressdo génica, que ocorrem no fendtipo

esterasico de Rainha, Operaria € Macho de Melipona.

-Investigar © perfil cletroforético das esterases presentes na

hemolinfa em amostras que receberam ou ndo tratamento com HJ.
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IIL. MATERIAL E METODOS
L1 MATERIAL BIOLOGICO:

I11.1.1. Procedéncia e manutencao do material biolégico

As abelhas utilizadas neste trabalho sdo Melipona scutellaris
scutellaris Latreille, 1811.

Os Meliponideos sdo, essencialmente, um grupo de distribuigéo
tropical, ocorrendo ocasionalmente nas regides subtropicais (SCHWARZ,
1948). Sdo de distribuigdo pantropical com a maior diversidade de formas
encontradas nos tropicos das regides Neotropicais € Indo-Malaia, porém
com certos “taxa” restritos as zonas subtropicais do Hemisfério Sul
(CAMARGO, 1989). Muito encontradas no Nordeste brasileiro, essas
abelhas sdo conhecidas como abelhas indigenas sem ferrdo e a Melipona
scutellaris é conhecida, nessa regido, pelo nome popular de urugu.

O material a ser analisado, foi coletado de colméias mantidas no
Meliponario Uberléndia, localizado no Condominio MansGes Aeroporto
(residéncia do Prof. Dr. Warwick Estevam Ker), em Uberldndia- MG. A
populagdo atual deste Meliponario foi formada a partir de 22 colOnias
originais trazidas de Lengdis - BA, que foi multiplicada por divis3o daé
colénias fortes e introdugao de novas rainhas e colonias.

Foram utilizados exemplares referentes aos estagios de larva, pupa €
imago ( foram coletadas aproximadamente 20 amostras de cada estagio). O
material necessario a0 estudo era coletado e, apos selegdo, utilizado para a
analise de esterase. As amostras, ndo imediatamente utilizadas, foram
mantidas em estufa com temperatura média de 32-33 OC e umidade relativa

de aproximadamente 85%, obtida por meio de solugdo saturada de KCl




16

(ASTM, 1951) em dessecador até atingir a fase de desenvolvimento

desejada, e entao, congeladas a -80°C até o momento de analise.

II1.1.2. Estagios analisados

Foram selecionadas abelhas Melipona  nos estagios  de
desenvolvimento:
Larva 1 (L1), Larva 2 (L2), Larva 3 (L3), Larva Pré-Defecante (LPD),
Larva Defecante (LD), Pupa de Olho Branco (POB), Pupa de Olho Rosa
(POR), Pupa de Olho Marrom (POM), Pupa de Olho Preto (POP), Pupa
Pigmentada Creme (PPC), Pupa Pigmentada Preta (PPP), Abelha Nascente
(AN) e Adulto (A= adulto com cerca de 20 dias) (Figuras 1,2 e 3).

Critérios para o reconhecimento das fases larvais foram baseados em

ROSSINI (1989).
waderal (8 Pherdn:
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Figura 1- L1, L2, L3, LPD e LD de Melipona scutellaris.




Figura 2- POB, POR, POM e POPde Melipona scutellaris.

Figura 3-POP, PPC, PPP e AN de Melipona scutellaris
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I11.2. METODOS:

I11.2.1. Preparo das amostras

A caracterizagao precisa das fases do desenvolvimento e sexo das
amostras (nas fases em que ¢ possivel identificar) foi realizada com 0
auxilio de lupa ZEISS (Stemi SV6).

As larvas foram lavadas em HxO destilada e secas em papel de filtro
e seu conteado intestinal foi retirado com leve pressdo, para evitar
contaminagdo pelo alimento o que poderia mascarar os resultados.

As pupas € imagos foram inicialmente separadas quanto ao SeX0 ©

casta (Figura 4). Nio foi necessario fazer a limpeza desses individuos, ja

que nessas fases, 2 célula de cria se encontra sem alimento.

Figura 4- Pupas de Rainha, Operaria € Macho de Melipona scutellaris.
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Todas as amostras a serem analisadas foram, individualmente,
colocadas em tubos «“gppendort” de 1,5 ml, maceradas para
homogeneizagéo, cOm bastdo de vidro de ponta arredondada no formato do
tubo, a 0°C com 100 a 450 pl do tampdo da amostra (Tris-HC1 0,1 M, pH
8.8, contendo glicerol a 10%) e centrifugadas a 13000 rpm por 15 minutos,

em camara fria. A por¢ao de 10 pl do sobrenadante foi, entdo, utilizada

para aplicagdo nos pocinhos formados no gel, para 10 amostras.

II1.2.2. Tratamento com HJ
Para o tratamento de larvas pré-defecantes foi utilizado o HJ I da

Sigma por este ter sido 0 mais eficiente na transformagéo de rainhas, em

M. scutellaris (BONETTI ef al., 1995).

As larvas foram separadas em dois grupos. Um dos grupos recebeu

tratamento com HJ e o outro foi mantido como controle.

O tratamento constou da aplicagdo topica de 1ul do HJ 1 dissolvido

em acetona, na concentragdo de 0,05ug de HI/ pl de acetona. As larvas

tratadas ou ndo foram colocadas em placas de Petri forradas com papel de

filtro ¢ mantidas em estufa com temperatura média de 32-33 OC e umidade

relativa de aproximadamente 85%,

KCl (ASTM, 19
As amostras que receberam tratamento com HJ foram coletadas,

obtida por meio de solugdo saturada de

51) até atingirem 0 momento desejado para analise.

assim como as nao tratadas (controle) apos 0s seguintes periodos de tempo:

12 horas apos © tratamento, 36 horas ap6s o tratamento, 60 horas apos o

tratamento, 6 dias apos 0 tratamento e 10 dias apds 0 tratamento.

As amostras ao atingirem 0 MOmMEnNto desejado eram separadas €

congeladas a -80 oC para posterior analise.

[I1.2.3. Preparagio dos géis




T — -
e z e AR AU LN ARV S S

20

Foram preparados —mini-geis de poliacrilamida (PAGE-nao
desnaturante) em placa, com o gel de separagdio nas concentragdes de 8 e
10%, utilizando o Tampéo do Gel (2M Tris-HCI, pH 8,8). Foi utilizado o
gel de empilhamento preparado com o tampéo 2M Tris-glicina pH 6,8.

Nas Tabelas 1 e 2 estdo sumarizados os volumes de agua e solugdes

estoque necessarios para o preparo dos géis:

Tabela 1. Gelde Separacdo-Minigel

componentes volumes
concentragio do gel 8% 10%
Tris-HCI 2M pH 8,8 1,17ml | 1,17ml
Acrilamida-Bis 1,67ml | 2,07ml
Agua Desionizada 3.33ml | 2,93ml
Persulfato de Amdnia 10% 37,5ul | 37,5ul
TEMED 7,5uW | 7,5u

Tabela 2. Gelde Empilhamento-Minigel

componentes volumes
Tris-HCI 2M pH 6,8 250u]
Acrilamida-Bis 650ul
Agua Desionizada 3,04ml

Persulfato de Amonia 10% 35ul
TEMED 5ul




I1L.2.4. Condicdes da eletroforese
Os géis foram submetidos a eletroforese por 4 horas, em fonte Power

PAC 3000 BIO RAD, a uma voltagem constante de 200V, em cimara fria a
4°C. Foi utilizado o tampdo Tris-Glicina pH 8,3 (Tris 0,0125 M, Glicina

0,096 M) para preenchimento dos compartimentos superior ¢ inferior da

cuba.

II1.2.5. Revelacdo das regioes de atividade esterasica

Anteriormente & coloragao, 0s géis foram pré-incubados em cubas de

plastico por 30 minutos, a temperatura ambiente, em 30 ml do tampao

fosfato 0,1 M , pH 6,2. Apos este periodo, o tampao era retirado e os géis

submetidos a coloragao.
Foram testados 0s seguintes ésteres de naftil:

a-naftil acetato € B—naftil acetato; c-naftil propionato e B-naftil propionato.

Para cada gel foi preparada a seguinte solugdo de coloragdo:

10 mg de o-naftil (acetato ou propionato) e 10 mg de B-naftil (acetato ou

propionato) foram dissolvidos em 1
-preparada € filtrada, contendo 30 ml de tampdo fosfato, 3 ml

ml de acetona e misturados com uma

solugdo recem

de alcool metilico € 36 Mg de Fast Blue RR Salt. A solugfo resultante era

acondicionada em cuba plastica com O gel, o qual foi submetido a

coloragdo por 45 minutos, & temperatura ambiente e ao abrigo da luz.

Apos a coloragao 0s géis foram tratados com 30 ml de uma solugio

o contendo alcool etilico comercial/ acido acético/ agua, na
por 24 a 48 horas (STEINER & JOHNSON, 1973) e,

papéis celofane € fotografados. As esterases

de descoloragd
proporgdo de 5:1:5,
posteriormente, secos entre

visualizadas nos géis como bandas de colorag¢do preta ou vermelha.

cram




IIL.2.6. Secagem dos géis

Os géis, apos retirados da solugdo de descoloragdo, foram prensados

entre duas folhas de papel celofane, em bastidores fixados por garras (com

cuidado para ndo haver forma
4 dias para a secagem. Com este procedimento os géis

¢do de bolhas) e deixados a temperatura

ambiente por 3 a

desidratam, transformando-se em uma fina pelicula entre as folhas de

celofane, que pode ser recortada e guardada para analise posterior.

IIL2.7. Dosagem de proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas segundo o método de

BRADFORD (1976) utilizando-se a soro albumina bovina como padrio. A

dosagem de proteinas € importante para que sejam utilizadas somente

amostras com quantidades equivalentes de proteinas, ja que as abelhas

estudadas se encontram €m diferentes fases de desenvolvimento € com

diferentes concentragoes de proteinas.
de Tampdo da Amostra que ¢ composto por

As amostras de proteina eram

homogeneizadas em solugdo

Tris, que nesse método de dosagem de proteinas ndo interfere nos
?

resultados. As medidas de absorbancia foram realizadas a 595 nm, num

espectrofotometro GBC UV/VIS 911A da CG Analitical.
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IV. RESULTADOS

Com o objetivo de realizar um estudo comparativo das esterases
presentes nas diferentes fases do desenvolvimento de M. scutellaris foram
preparados géis com amostras desde larvas de 1° estagio até adultos.

Precedendo aos experimentos de analise eletroforética, foram
realizadas dosagens de proteinas das amostras analisadas (Tabela 3). Essa
dosagem foi importante para que fossem feitas andlises eletroforéticas de
amostras das vérias fases do desenvolvimento, com concentragdes

equivalentes de proteinas. Os dados de dosagem mostraram em média (3

repeti¢oes por estagio) os seguintes valores para cada estagio:

Tabela 3. Dosagem de proteinas para cada estagio de desenvolvimento de

M. scutellaris.

Estagio de Quantidade de Proteina
Desenvolvimento (mg/ml)
Larva L1 2,0
Larva L2 3,5
Larva L3 5,0
Larva Pré-Defecante (LPD 8,0

Larva Defecante (LD) 10,0

Pupa (POB 12,0
Pupa (POR) - 12,0
Pupa (PO 11,0
Pupa (POP) 11,0
Pupa (PPC 13,0

13,0

Pupa (PPP)
Abelha Nascente (AN) 6,0
Adulto (A | 9,0
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Os padroes de atividade esterasica obtidos nos géis foram

identificados € numerados de acordo com a mobilidade eletroforética, a
?

partir da banda mais anodica, esterase 1 (EST-1) e assim sucessivamente

até a mais catodica, esterase 10 (EST-10).

IV.1. Padrio de esterases durante o desenvelvimento ontogenético
Considerando-se os diferentes estagios, desde L1 até Adultos

detectou-se um total de 10 regides com atividade esterasica em M
scutellaris.

Os resultados das analises eletroforéticas das esterases revelaram

mudangas nas atividades dessas enzimas durante O desenvolvimento pos-

embrionario de M. scutellaris.
Nas Figuras 5 ¢ 6 estdo representados os padrdes de bandas com

atividade eletroforética dos estagios larvais.

Em larvas de 1°¢ 7° estagios (Lle 1.2) foi possivel detectar até 6

bandas com atividade esterasica, denommadas respectlvamente EST-2

EST-3, EST-4, EST-7, EST-8 e EST-9. Para L1 € L2 o perfil esterasico

apresentado foi 0 mesmo-

Em larvas de 3" estagio (L3) verificou-se até 7 bandas com atividade

esterasica, sendo que, além das bandas presentes 0as fases anteriores (EST-

2, EST-3, EST-4, gST-7, EST- _8 ¢ EST-9) ocorreu uma outra banda com

a, denommada EST-1.
pré-defecante (LPD) o numero de bandas com

atividade esterasic

Na fase de larva

atividade esterasica aument ntou para 8, incluindo a banda EST-10, além das

ST-1, EST-2, EST-3, EST-4, EST-7, EST-8 e EST-9). Nessa

maior numero de bandas com atividade esterasica, verificado

pvolvimento ontogenético p()s-embrionério.

anteriores (E
fase ocorreu O

durante todo O desen
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no desenvolvimento ontogenético Ppos-

Figura 5 (A e B)- Esterases
2 L1: 3-4, L3; 5-6, L3: 7-8, LPD; 9-10,

embrionario de M. scutellaris: 1

LD.
! % 2 . 5 [ T 8 qQ \0

MJ.HuPn'G‘

B -y
8
L

}:E;'Jd-'ilha

5.A-substrato o € p-naftil acetato.

y 4 B 4 8 & % B 8 o

10—
9>
8-
4 —» >
3 ‘ -
&y .
5.B- substrato o € B-naftil propionato. |
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Figura 6- Esterases 10 desenvolvimento ontogenético pos-embrionario de
M. scutellaris: 1-3, L3; 4-6, LPD, 7-10, LD. Substrato o € P-naftil

propionato.

Em larvas defecantes (LD) Gltima fase do desenvolvimento larval, o

e bandas com atividade esterasica caiu abruptamente para 4.

namero d
Nesta fase estao presentes somente as bandas esterasicas EST-3, EST-4,

EST-9 ¢ EST-10.
O perfil eletroforético das pupas foi praticamente 0 MESMO durante

os estagios de pupa- Nessa fase aparecem duas novas bandas de atividade

que sao especificas da fase de pupa, denominadas de EST-5 e
a fase de LD (EST-3, EST-4, EST-9 e

esterasica

EST-6, além das bandas verificadas n

EST-10). Ao todo, na fase de pupa ocorrem até 6 bandas de atividade

esterasica (Figuras 7, 8 ¢ 9).




27

|

L m'}..q) 3
B HEE

|

|

L |

o
Q-» A TR
W * £ i
5= .
C SESI®
29 -ﬁ‘ g : -_—
e |

o desenvolvimento ontogenético pos-embrionario de

Figura 7- Esterases i
M. scutellaris: 145, POB; 6-10, POR. Substrato o € B-naftil propionato.

Figura 8- Esterases no desenvolvimento ontogen
M. scutellaris: 1-5, POM; 6-10, POP. Substrato & © B-naftil propionato.

stico pOs-embrionario de
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senvolvimento ontogenético pc’)s-embriona’\rio de
1-5, PPC; 6-10, PPP. Substrato o € B-naftil propionato.

Figura 9- Esterases no de
M. scutellaris:

stio presentes ate 5 bandas de atividade

-4, EST9 ¢ EST-10). Nesse estagio

Na abelha nascente (AN) e
esterasica (EST-2, EST-3, EST
T-5 ¢ EST-6.

desaparecem a8 bandas ES
e, além das bandas de atividade esterasica

Em adultos (A) verifica-$
o EST-3, EST-4, EST-9 e EST-10) o

do estagio anterior (EST
As Figuras 10 e 11 mostram o perfil

reaparecimento da EST-L.
eletroforético de ANeA.

Na Figura 12 estio represent
orréncia em cada fase do desenvolvimento.

adas todas as esterases verificadas em M.

scutellaris, bem €OmO a sua oc



Figura 10- Esterases 00 desenvolvimento ontogenético pos-embrionario de
M. scutellaris: 15, pPOP; 4-5, PPC; 6-7 PPP; 8-10 AN. Substrato . € B-

naftil propionato.

q-—»

4-»

>
2L

\—>

Figura 11- Esterases 1O desenvolvimento ontogenético pés-embrionério de
M. scutellaris: 1-7; A. Substrato & € B-naftil propionato.
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As esterases EST.3, ESTA e EST.9 sdo encontradas durante todo o

desenvolvimento pos—embrlonarlo dessas abelhas, enquanto as demais

(EST-1, EST-2, EST-5, EST-6, EST.7, EST-8 ¢ EST-10) apresentam

variagdes qu
EST-1; presente em 13, LPD e Adultos.
2: ocorre em L1, 12,13, LPD, AN e Adultos.

anto a ocorréncia € intensidade, durant¢ O desenvolvimento:

EST-

EST-3: presente em todas as fases
esterase, mais intensa.

do desenvolvimento pos-

embrionario. E a banda do tipo a-

EST-4: presente €m todas as fases do desenvolvimento pos-

embrionario.
EST-5¢ EST-6: restritas as fases

PPC ¢ PPP) e sio bandas d° intensidade fraca.
EST-7 e EST-8: predominam nos estagios larvais anteriores a fase
se torna defecante (L1,L2,L3 ¢ LPD) desaparecendo nessa
2 mesma intensidade em todas as

de pupa (POB, POR, POM, POP,

em que a larva
fase (LD). A EST-7 tem praticamente

4 EST-8 tem sud intensidade aumentada a partir da fase de

fases larvais €
L1 até LPD.
EST-9 esta

embrionario. Apresenta-

EST.-10: aparece 14 fase de
e sempre com fraca

presente €1 todo o desenvolvimento ontogenético pos-

ge como uma panda de atividade muito intensa.

LPD e continua até Adulto. No entanto,

essa esterase OCOIT mteHSIdade .

IV.2. Esterases em
tra a Figura 13 ndo foram observadas diferengas no

Conforme moS
perfil eletroforético d

Operarias € Machos.

as esterases entre pupas © adultos de Rainhas,
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07 et BB S

s
3p — —

Figura 13-Perfil de esterases em M. scutellaris: 1-3, Pupas de Rainhas; 4-
7, Pupas de Operarias; 8-10, Pupas de Machos. Substrato & € B-naftil ’

propionato.

IV.3. Esterases em individuos tratados ou nio com HJ

Apos ter sido Jefinido o padrao eletroforético das esterases durante 0

5s-embrionario de M. scutellaris, foram

desenvolvimento ontogenético P
ntos com O objetivo de se observar possiveis alteragoes

feitos experime
induzidas pelo tratamento de larvas pre-
Individuos tratados € ndo tratados (controle) foram coletados em
senvolvimento apos a aplicagao do HJI (12 h, 36

diferentes momentos do de
h,60h 6del10 d apos tratamento) € congelados. Amostras com 12 h, 36

h,60he6d encontravam- s¢ 12
tamorfose pard PO

tratadas com HJL € de operaria, 00 €as0 de

Os resultados refere

ndo com HJI estdo 1

defecantes com HIL

fase de LD € as amostras com 10 d ja

haviam sofrido M€ B de rainha, no €aso de amostras
amostras do grupo controle .

ntes a analise do perfil esterasico de amostras

tratadas ou Justrados na Figura 14.
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B)- Perfil de esterases em individuos com 12 h (1-2); 36 h

Figura 14 (A e
3-4); 60 h (5-0); ’
(‘) l(56),§_d(7§)e10ud(9).5 . , g

o —v}
q—

TR LA

Hod-a-

W

14 A- tratados com HIL.

o-p
-

—

DJ-Pp
ke 4

14 B- sem tratamento.

A analise revelou ndo ter havido alteragao 1o padrdo das este
ou com amostras ndo tratadas.

sob efeito do HJI quando s¢ compar

1Tases
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V. DISCUSSAO

rio do genero Melipona constituem-se em um

Abelhas sem fe
m : A
odelo ideal para estudos de expressao génica, visto que nessas abelhas
, 0S

s estdo totalmente ativos
4rias e quase inativos em machos. Além disso
?

genes femini '
ferninizante em rainhas (fémeas completas)

parcialmente ativos em Oper

manipulagao experimental, ativar genes feminizantes nas

¢ possivel, via

verificado com & ep
gao das bandas, assim cOmo OCoIre para M

semelhante a0 padrdo _naftil propionato, embora esse
tltimo possibilite melhor resolt

ONETT], 1990).

quadrifasciata (B
a EST-6 sd0 especificas de o-esterase pois soO

As bandas de EST-1

aparecem na presen¢a de ésteres o-naftil.
_7 ¢ EST-9 séo d

As bandas de EST
enga de um e/ou de outro éster de naftil

que podem SeT coradas em Pres
arece mMais intensamente corada com éster de [

mas a banda EST-9 ap

o tipo o e/ou B-esterase, desde

naftil.
A banda EST-10 é especiﬁca de p-esterase € SO aparece na presenga

de éster de B-naftil
ue deste trabalho centrou-s¢ na analise

o-se que O enfoq

Considerand
fenotipo esterasico durante ©

anifestada pelo \

da expressao génica 1
o, ndo nos detivemos nos estudos dos

p()s-embrionéri

desenvolvimento
pouco na variabilidade alélica.

que ocorrem, tao
holometébolos, apr

er, 0s estagios de embrido, larva, pupa
2

provaveis polimorﬁsmos
g, como insetos

esentam quatro fases de

As abelha
nético, @ sab

ecessidades enzi
o-especiﬁcas variam em cada fase do

desenvolvimento ontoge
e adulto. Dessa maneira, a5 n

metabolico das atividades tecid

maticas para o desempenho



desenvolvimento. Assim, algumas enzimas podem ser requeridas e

apresentar atividade na fase embrionaria, de

de pupa, voltando a serem nece
As bandas correspondentes as EST-
arecendo sempre, €m todos os géis, enquanto

ST-6, EST-7, EST-8 ¢ EST-10)

saparecer nas fases de larva e

ssarias na fase adulta.
3 e EST-9 ocorreram em todas as

fases do desenvolvimento, 8P
as demais (EST-1, EST-2, EST-3, E

mostraram-se estz'igio-eSPeCiﬁcas e, mesmo dentro d
visiveis em todos 0s geis. A EST-4, apesar de ocorrer em

o estagio considerado,

nem sempre eram

todas as fases do desenvolvi
duragdo das difer
ezes, entre individuo

entre espécies ¢, algumas Vv
poucas horas pode Ser muito importante, quando se |
il
. , i
«desligar” de genes © os titulos de enzimas i

mento, ndo aparecia em todas as repetigdes.

entes fases do desenvolvimento varia

O tempo de
s da mesma espécie; alem

disso, diferenga de
considera o “ligar” € ©
correspondentes.

A atividade de al

S definidas, 10

organismos, 0 que indica que O processo d
as no padrao de expressao génica.

direta ou indiretamente por mudang
idade esterasica aparecer 1o fenotipo em dado

O fato de uma ativ.
esaparecer €M outr

nvolvimento; d

do significar Sintese “de novo” da enzima ou i
da prépria enzima, €m circulagao.
sadas, quanto a ocorréncia de

gumas enzimas qumenta, diminui ou ndo ¢ i
o

decorrer do desenvolvimento de varios

detectada em época
o desenvolvimento é controlado

o e voltar a mostrar

momento do dese

expressdo mais tarde, PO

ativagio de formas pré-existentes
lTho foram anall

esterases, treze momentos 4 desenvolvimento de M. scutellaris (L1, L2, |
bOM, POP, PPC, PP, AN ¢ )

L3,LPD, LD, POB, POR,
Resultados mostraram  qu¢ ocorrem  Variagoes 1 atividade  das
olvimento pés-embrionério dessas abelhas, as

esterases durante O desenv
se de novas esterases, perda €

Jou recuperagdo de

quais incluem sinte
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ntes. Essas variagdes permitiram designar 7

atividade de esterases pré-existe
cos distintos: 1- fenotipo de larvas L1 e L2, 2- fenotipo d
g e

larva L3, 3- fenotipo de larva pré-defecante
d L
efecante (LD), 3- fenotipo de pupas (POB a PPP), 6- fenétipo de abelha

7. fenotipo de adulto.

fenotipos esterasi
(LPD), 4- fenotipo de larva

nascente (AN) €
BONETTI (19

esterases durante estagios d

90) determinou 08 padoes eletroforéticos para

0 desenvolvimento de Melipona quadrifasciata

ético mostrou diferengas com relagdo ao

e determinou qu
de atividade das esterases, durante ©

nimero € intensidade
s estagios de larvas € adultos

desenvolvimento. O numero de esterases N0

0 encontrado em
icas do estagl

dade, consolidan

pupas, sendo que a partir do estagio de

foi maior que
o larval comegavam a Treaparecer
2

POP, formas esteras

algumas com fraca intenst
das esterases d

do-se desta fase em diante 0

a fase 1arval. No adulto foi detectada uma

reaparecimento

regido de atividade caracteristica.
bém detennino

Neste trabalho tam
cer somente no
5o das estera

u-se esterases da fase larval que

5 estagios de AN e A. Nos estagios de pupa

voltaram a apar®
ses que estavam presentes nas fases

houve uma diminui¢
a ocorréncia de novas bandas de

vel verifical
tividade, estavam presentes

anteriores, mas o1 possi
ora de fraca @

ica quea emb
determinou-

atividade esteras
os. Também
entanto N80 houve nenhuma esterase que fosse

somente nestes estagl se esterases caracteristicas
dos estagios Jarvais. NO
Considerando-5° esterases corresponde

. lante, no sentido de metabolizar tal

a um aument
g sem ferrdo M.scutellaris, a

dos indicam que em abelha

horménio, os 42
o verificado em outros

ir o mesmo padra

quantidade de HJ nao deve segu
de esterases 1as fases larvais que

S, ocor1e. um aumento

insetos, Poi
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antecedem a metamorfose - Certamente, €555 esterases ocorrem justamente
anto, ele esta ocorrendo ai em alto

para retirar da hemolinfa 0 HJ, no ent
e estar sendo requerido para, direta ou

nivel, messe momento © dev
indiretamente, induzir a expressdo de alguns genes. Propoe-se que sejam 0S

es, que atuam

no processo de diferenciagdo de castas

genes feminizant

nessas abelhas.

O maior numero de regides com atividade esterasica (8 bandas)

exatamente 1 ]

as Nessas abelhas. IssO coincide
50 em RNAm que ocorre em

j0 de transcri¢
pamero de transcritos ocorreu as 156 h

rainhas, fase Que antecede

anela temporal decisiva para

ocorreu em LPD:
com o verificado, em

diferenciagdo de cast

Apis mellifera, para © padr

rainhas e operarias, quando 0 malor

mento (P ¢-pupas) de

(SEVERSON etal., 1989).
Apis mellifera © numero de

do desenvolvi

imediatamente 3 pupagac
GUEIREDO (1993); ¢
envolvimento, atin

esterases aumenta 10 decorrer do des
processo de pigmentagﬁo, enquanto queé diminui em
a e adulto, apresentam as maiores

gindo 0 numero

adultos, sendo
ipond, conforme verificado

variagdes 1O namero
ento da pres
larva Pr

ente investigagdo, © maior nUMEro de bandas

é-defecante e decal em larva defecante,

no desenvolvim

esterasicas OCOITC em

contrariando 0 verificado PO

do JONES et dl. (1982) HIE especificas podem  ser

Segun . .
diferenciadas de outras esterases, presentes na hemolinfa de insetos, por
aparecerem hemolinfa durante  © Gitimo estagio larval, mais

;os estudos foram realizados

metamorfose. Vari

ate proximo a
ultados desses trabalhos revelaram

precisame
- - r’ e

para identificar HIE especnﬁcas

que as maiores yariag0es qualit




38

hemolinfa, ocorrem durante 0 dltimo estagio larval dos insetos, devido a

presenca de HIE especificas.
g esterases detectadas,
vido a sua ocorréncia €

as que poderiam sef aqui relacionadas

Dentre a
atividade em larvas e

com a degradagdo de HJ, de
1 ¢ EST-2 que pe
a literatura para a maiori

rmaneceraml ausentes €m pupas
2

adultos, sdo as EST-
a dos insetos, os

estagio em que , segundo dados d

niveis de HJ sdo muito baixos.

As EST-7 e EST-8 sa0 de
D e nédo voltando a oC

a essa caracteristica, quanto a

tectadas apenas nas fases larvais,

orrer em nenhum outro

desaparecendo a partir de L
mento. Devido

as Jarva-especificas.
nos estagios de pupa (POB,

estagio do desenvolvi
o sendo considerad

.6 ocorrem somente
ora os resultados ndo nos permitam

ocorréncia, estd
As EST-5 ¢ EST
POR, POM, POP, PPC ¢ PPP) e emb

concluir sobre sua real fungao, sugerimos que este]
funcionamento do aparelho reprodutor, o qual foi

o do desenvolviment
.vidade em LPD, continua

am relacionadas com O

processo de maturagao ©
enes X0 1O inici
¢a a mostrar at
do sua atividade, embora com fraca

determinado pelos & 0 embrionario.

A EST-10, que €ome
pupa, estenden

em adultos, também pode est
50s reprodutores. Essa hipotese

amadurecimento € funcionamento dos 01g
verificado que €ssa regido esterasica

o de termoS
diferenciada rainhas, fémeas com

durante todas as fases de
ar relacionada com O

intensidade,

se sustenta pelo fat
em

o dos 6rgaos reprodutores € operarias, onde 0s

nais, S0 atrofiados.
s especificas da fase de pupa

apresenta intensidade

desenvolvimento complet
embora funcio

orgdos reprodutores;
correm esterasc

Em D. virilis também O

(KOROCHKIN & MATVEEVA, 1974).

As EST-3, EST-4 € EST-9 ndo S€ cara
dem ocorrel esenvolvimento, com pequenas

cterizam c€OmMoO estagio-

especificas, po Jurante todo © d
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o do tempo. Deverm estar relacionadas

diferengas de intensidade ao 1ong
transcritos constitutivamente

odutos de genes

com o metabolismo de pr
a atender demandas de energia para

durante o dJesenvolvimento; par

crescimento, metamorfose; reprodugao.
ica de HJ em larvas de M. scutellaris na fase LPD

adrio de esteras
eno) € a fase de aplicagao podem ter

A aplicagao top
es, a partif do momento de

ndo promoveu alteragdes 0O P

aplicagdo. O tamanho da amostra (peqt
influenciado os resultados.
ases de pupas © adultos de rainhas,

adrao de ester
sterases sex0 € casta especiﬁcas, ou seja,

de expressao gé

A comparagdo dop
ndo revelou ©

modificagdes nica no fenotipo

operarias € machos
niio foi possivel verificar

esterasico desses individuos.
Em Melipond scutellaris, assim como et Melipona quadrifasciata
] verificar diferengas casta-

o foi possive
indicar que esterases 1nao S€

especificas

(BONETTI, 1990), nd

constituem em cator dete ara a diferenciagdo de

castas nessas abelas:
- de casta estdo sendo jnvestigados por

Parametros da dete
. = oénica de maneira similar

meio da analise dos

EVERSON :

como feito por S

Vv
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VL RESUMO

analisado © padrao eletroforético das

No presente trabatho fol 2
Jaris, durante O

m em M. scutel desenvolvimento
técnica de eletroforese em gel

esterases que OCOI®

ontogenético pos-embrlonano por meio d2

de pOliacrilarmda (PAGE nao desnaturante).

- Um total de dez regioes €om atividade esterasica, considerando 08

diversos estagios do desenvolvimento.
que ocorrem 1 atividade da
sete fenoOtipo

desenvolvimento analisados: 1- fenotip
a pré—defecante

larva L3, 3- fenotip0 de larv
defecante (LD), 5- fenotiP° ge pupas (POB 2
nascente (AN) € 7- fenotipo d¢ adulto (A):

- O estagio de LPD foi 0 QU ou major Mumer

ue a present
atividade esterasica.
_ As EST-1 & EST-2 ocome™ sorm

podem estar relacionadas com O
g, mostrarail atividade somente

g esterases, nos estagios,

- As variag0es
q os treze estagios de

S esterasicos par

permitiram enumerar
L2, 2- fenotipo de

o de larvas Lle
(LPD), 4- fenotipo de larva

PPP), 6- fenotipo de abelha

o de bandas com

sgios de larva e adultos €

- Duas bandas esterasicas; -
- m gideradas larva-especiﬁcas.
andas, EST- 5 ¢ EST-6,

ionadas 2 maturagdo €

nas fases larvais € PO
- Na fase de pup? ®

especificas dess2 fase, que S
panda EST-10, que se estende

funcionamento do
ciada com 2 matura
desde LPD até adulto SO gao ¢

funcionamento dos orgaos

e estar as

4 € EST-9 nao se caracterizam

sterasicas
senvolvimento,

como estégio-especiﬁcas, podert

- Trés regides ©
aparecer durante todo 0 de
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abolismo de produtos génicos

gsociadas a0 met

indicando que estejam 2
constitutivos.

Foi feita, também uma ar do perfil esterasico de

analise prelimin
HJI com O objetivo de verificar se

individuos tratados e nao tratados com
notipica de esterases Sob efeito do

a4 expressao fe
ando, 1O entanto, qualquer alteragdo no

ocorrem diferengas D

Hormoénio Juvenil ndo s€ verific

perfil esterasico desses individuos.

s os padroes © esterases de rainhas,

Foram comparado
ndo possivel caracterizar

operarias ¢ machos de M. scutellaris, pio S

esterases sexo € casta especiﬁcas.
ermos, até o momento, associar uma ou mais

O fato de ndo pod
stas nessas abelhas pode

esterases a0 mecanis
cipais fatores

entre 0S prin

g enzimas
0. O estudo dos

antes pard €S
a0 longo do desenvolvimento, possibilitaré

indicar que estd
determinantes €/0Y Jimit
produtos de transcri¢ao génica,

analise mais precisa-
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