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Das diferentes ordens descritas para a classe Insecta, a ordem
Hymenoptera ¢ a terceira em namero de espécies descritas € a primeira por
possuir importdncia fundamental nos mecanismos de perpetuacdo de intimeras
espécies vegetais e animais. Os insetos, também, ocupam lugar de destaque no
contexto cultural, sistema de crengas, economia e cultura dos povos indigenas.
Alguns artropodes ameagam sua satide, a produtividade de suas colheitas,
competindo pela comida e espago humanos.

Certos himenopteros sociais, como as abelhas sem ferrfo, ja eram
conhecidos e domesticados pelos povos pré-colombianos, que lhes atribuiram
nomes que ainda hoje persistem na cultura popular. Grupos de lideres indigenas
brasileiros, tais como os Kayapo, demonstram vasto conhecimento sobre abelhas
sem ferrdo e sobre seu comportamento. Seu saber a respeito da biologia de
insetos (etnoentomologia) tem gerado hipéteses interessantes, que podem ser
testadas cientificamente (POSEY, 1986).

O sistema nervoso dos insetos (fig. 1A), como nos vertebrados, possui
neur6nios reunidos em um sistema nervoso central (cérebro ¢ cordio nervoso),
dentro dos quais passam nervos sensoriais e a partir do qual sdo enviados sinais
sensoriais € motores. Além disso, ambos, insetos e vertebrados tém um sistema
nervoso visceral especializado associado com seus oOrgdos internos. Embora
insetos e vertebrados apresentem seus cérebros contidos em capsulas, o corddo
nervoso de um vertebrado ¢ dorsal (dentro de uma espinha dorsal), enquanto o de
um inseto é ventral (EVANS, 1984). As abelhas, como os demais insetos
eussociais, possuem uma capacidade de aprendizagem muito alta, gragas ao seu
complexo sistema nervoso. No cérebro das abelhas (fig. 1B), existem os
chamados corpos pareados em forma de cogumelo (corpora pedunculata) que
compreendem uma regifo rica em neurdnios (células Kenyon) e, por isso, sdo
considerados o seu principal centro de memoria, associagdo e aprendizado
(ROBINSON et al., 1997).

As diferentes estratégias utilizadas pelos insetos sociais nos processos de

comunicagdio da descoberta de fontes alimentares, tais como: a produgiio de som



e 0 uso de feromoénios, confirmam a eficiéncia dessa organizagdo sensorial,
permitindo seu sucesso adaptativo. Alguns autores vdo mais além, afirmando ser
de fundamental importincia o entendimento desses processos para o estudo do
comportamento social, tendo em vista que este depende da capacidade de

comunicagio entre os animais (DEAG, 1980; HUNTINGFORD, 1984).
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FIGURA 1 - Vista geral do sistema nervoso (A) e cérebro, ginglio subesofigico e
principais nervos da cabeca (B) da operaria adulta da Apis mellifera, reproduzido de
SNODGRASS (1956). AntNv — nervo antenal; E — olho composto; O — ocelo; Br ~ Brain; Gng
— gAnglio; Endst — endosterno; WNv — nervo da asa; Opl — l6bulo ético; AntL - 16bulo antenal;
frCon — conecgio do ganglio frontal; rNv — nervo recurrente; IbNv — nervo labial, MxNv —
nervo maxilar, MdNv — nervo mandibular; LmNv — nervo labral; SoeGng - ganglio

subesofagico.



Com relagdo ao sistema reprodutor das abelhas, podemos destacar a
presenca de sexos separados e caracteres sexuais primarios e secundarios. No
macho, cada um dos dois testiculos compreende uma série de tabulos delgados
ou testiolos acima do intestino, ligados a ductos deferentes longitudinais. Os dois
ductos unem-se em um ducto ejaculatério comum, mediano, ao qual se ligam
glandulas acessorias e abrem-se na extremidade do 6rgdo copulador masculino
(pénis), grande e ventral (fig. 2). Na fémea, cada ovario ¢ composto de mais de
100 ovariolos onde os dvulos sdo produzidos. Os ovarios se ligam aos ovidutos
laterais e estes ao oviduto médio que conduz ao canal vaginal. Unido ao oviduto
médio existe um ducto do recepticulo seminal (espermateca), onde os

espermatozodides recebidos na copula sdo armazenados. O trato feminino abre-se

proximo a placa subgenital ventral, fig. 3.

MGld

>

FIGURA 2: Orgios reprodutivos internos do macho da Apis mellifera, reproduzido de

SNODGRASS, 1956.

Tes — Testiculo; Pen — Pénis; MGId - Glandula de Muco; g — Placa dorsal do bulbo do pénis ;
h - Placa lateral do bulbo do pénis; Vd — Ducto Deferente; Odl ~ Oviduto Lateral, Dej —
Ductos ejaculatérios; flb — Ldbulo finbrilado do pénis; Vsm ~ Vesicula Seminal; Vst —

Vestibulo do pénis invertido.
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FIGURA 3: Orgios reprodutivos e ferrio da rainha da Apis mellifera (vista dorsal),

reproduzido de SNODGRASS (1956).
Ov - Ovario; Ovl - Ovariolos; SptGld - Glandula da Espermateca; AGld - Glandula de veneno

do ferrdo ; BGld — Glandula Acessoria do Ferrdo; P — Bolsa lateral da Bursa Copulatrix, Spt —
Espermateca; Odl ~ Oviduto Lateral; Stn — Ferrio;, Sh - Lébulos do ferrio; PsnSc -
Reservatorio de Veneno; Bepx - Bursa copulatrix ou bolsa copulatoria.

Pesquisas que abordam a organizagdo das estruturas internas do sistema
reprodutor das abelhas podem levar ao desenvolvimento de técnicas que
possibilitem a obtencdio de cruzamentos controlados. Isso ocorreu, por exemplo,
para o género Apis e o conjunto dessas técnicas ficou conhecido como
inseminagdo artificial ou, mais recentemente, como inseminagfo instrumental,
técnica importante para o melhoramento genético, produgdo de rainhas e

desenvolvimento da criagdo de abelhas meliferas (CAMARGO, 1972).



A organizagdo e especializagio presentes nos sistemas anatomicos
internos dos insetos, como o sistema nervoso e reprodutor, também se estende ao
nivel celular e molecular. O citoplasma, por exemplo, pode ser comparado a uma
Metrépole servida por uma completa malha ferroviaria, que funciona como um
sistema de transporte e distribuigdo altamente eficiente e dindmico. Nesse
sistema, os trilhos compdem o chamado citoesqueleto; as locomotivas sdo as
diversas proteinas motoras conhecidas como motores moleculares, que pelos
“trilhos” se movimentam, executando o transporte de diferentes tipos de cargas
ou vagdes, para sitios celulares especificos. Microfilamentos de Actina,
Microtibulos e Filamentos Intermedidrios sfo os trés tipos principais de
proteinas ou “trilhos” do citoesqueleto que sofrem um processo de polimerizagio
(mondmeros: G-actina, o« e f tubulina e proteinas fibrosas respectivamente).
Tal processo possibilita ligagdes suficientemente longas capazes de cobrir uma
célula de uma extensdo a outra do citoplasma. O funcionamento dessas proteinas
do citoesqueleto depende de um grande numero de proteinas acessorias, que
ligam os filamentos entre si e, também, a outros componentes celulares. Além
disso, essas proteinas acessorias sdo, também, essenciais para o arranjo
controlado dos filamentos protéicos em locais determinados e se interagem com
os motores moleculares, que movimentam as organelas ao longo dos filamentos
ou mowmentam os proprios filamentos (SMALL et al., 1999).

({ Motor molecular é o termo utilizado para as mecanoenzimas, que
convertem energia quimica em energia mecénica, desempenhando alguma fungéo
na célula. RNA ou DNA polimerases sdo exemplos de motores moleculares, mas
os principais motores que trabalham ao longo de microfilamentos de actina ou
microtibulos, sdo as miosinas, dineinas e cinesinas. O trabalho gerado por estes
motores moleculares provem de energia quimica produzida pela hidrélize do
ATP (Adenosina Tri-Fostato) a qual ¢é convertida em energia mecénica,
necessaria para o movimento ao longo dos trilhos do citoesqueleto. Essa
conversio de energia é extremamente importante em processos celulares tais

como: movimento celular, migragdo de cromossomos, motilidade de vesiculas e
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de organelas, motilidade flagelar, citocinese, expansdo neuritica, formagdo de
cone de crescimento, trafico de membranas e sinais de transdugdo (CHENEY &
MOOSEKER, 1992; LANGFORD, 1995; HASSON & MOOSEKER, 1996;
MERMALL et al., 1998; HIROKAWA er al, 1998 ¢ WU et al., 2000).
Microtécnicas que funcionam como verdadeiros sistemas de armadilhas Oticas
estdo sendo utilizados para o estudo da biomecédnica de moléculas tinicas como
as protéinas motoras (cinesinas, miosinas, etc) e os biopolimeros (RNA e DNA
polimerases, etc). Esses sistemas partem do principio basico de que a luz exerce
forga sobre a matéria e sdo constituidos basicamente de luz (geralmente um
laser), particulas dielétricas, microscopio, superficie optica e a molécula que §é
objeto de nosso interesse. Com essa tecnologia é possivel se saber de que modo
determinada molécula desempenha sua fungdo bioquimica, quais forcas internas
ou externas estdo atuando e como sfo geradas tais forgas. Varios sdo os sistemas
de armadilhas Opticas e suas aplicagdes, enquanto ferramentas para solucionar
casos de doencas genéticas, tém possibilitado progressos em areas clinicas
importantes, (MEHTA et al., 1999a).

( As miosinas pertencem a uma superfamilia com 15 classes distintas
estruturalmente e evolutivamente interrelacionadas (WU et al, 1998; EVANS et
al, 1998 ¢ MEHTA et al., 1999b). As primeiras miosinas a serem investigadas
foram as da classe II (presentes nos musculos € em células ndo-musculares).
Essas miosinas sdo dimeros com duas cabegas e uma cauda em bastdo (coiled-
coil) que possuem forma filamentosa e sdo, por isso, consideradas convencionais.
Mais tarde, descobriu-se miosinas da classe I, monémeros com uma cabega e
sem cauda}\ sem coiled-coil que ndo formam filamentos, sendo portanto,
consideradas nio-convencionais (ESPINDOLA, comunicacdo pessoal). Outros
Knembros das miosinas da classe II, desempenham fungdes na contragdo muscular
e estdo envolvidos nos processos celulares anteriormente descritos\, Além disso,
também desempenham fungdes secretorias, atuam no trafego de membranas e
localizagdo celular, no transporte de RNA mensageiro ¢ na produgido de

expansdes citoplasmaticas requeridas para o movimento e para a nutrigio
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(MERMALL et al., 1998; BAKER & TITUS, 1998). Nos tltimos 10 anos, outras
miosinas que apresentam diferencas estruturais quando comparadas com a
miosina II foram descobertas e, também, consideradas ndo-convencionais
(SPUDICH, 1994 e MOOSEKER & CHENEY, 1995).

Das classes descritas para as miosinas, a miosina ndo-convencional da
/classe V é uma das mai§ bem caracterizadas, sendo encontrada desde leveduras
até vertebrados, exercendo papel importante no transporte intracelular (organelas
e vesiculas) e fungfo altamente regulada por Ca™ e por calmodulina (TITUS,
1993 e 1997; LARSON, 1996 ¢ LANGFORD et al., 1998)‘,AA Lula e sapo
constituem organismos nos quais foram determinadas seqii€ncias parciais da
Miosina-V, e trés genes humanos para Miosina-V foram parcialmente ou
completamente clonados e sequenciados (MOLYNEAUX & LANGFORD,
1997; SOLC et al., 1994; BEMENT et al., 1994 e ENGLE & KENNETT, 1994).

Compdem a classe V dessas miosinas os produtos dos genes myo2 e
myo4, da levedura Saccharomyces cerevisiae; o produ;co do gene dilute de
camudongo; a proteina myr6 de rato, a miosina-V de cérebro de galinha ou BM-
V, ¢ a miosina-V de cérebro humano, mioxina (JOHNSTON er al., 1991,
HAARER ef al, 1994; MERCER et al, 1991; ZHAO et al, 1996;
ESPREAFICO et al., 1992; SANDERS et al., 1992).

( "A Miosina-V foi inicialmente detectada em preparagdes de actomlosma de
cérebro de coelho (LARSON et al., 1990 e ESPINDOLA et al., 1992) ./ Estudos

subsequentes conduziram & clonagem do gene da M5a de ave (galinha), bem

como a obtencdo de anticorpos € sua caractenzagao pela punﬁcagao b10qu1mlca

a partir de cerebros de pintainhos - Gallus ‘gallus — (ESPREAFICO et al., 1992
CHENEY et al., 1993; COELHO & LARSON 1993; NAS(ﬁMENTO et al

1995; ESPINDOLA et al., 1996a). Estruturalmente, a Miosina-V constitui um
dimero de cadeias pesadas, que possui 3 principais dominios: um dominio motor
altamente conservado, um dominio alfa hélice pescogo (ou regulatorio) que
apresenta 12 motivos IQ (repeti¢des de 24- 30 aminoacidos) contendo 0S smos

ligantes de cadeias leves, € um domlmo cauda C-terminal, menos conservado e
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que consiste de regides globulares intercaladas com regides superenoveladas de o
hélice, no qual existe a ligacdo com a carga a ser transportada, (ver modelo na
fig. 4). A seqﬁénci;a de aminoacido do dominio cabega ou motor ¢ altamente
conservada pela classe de miosinas V,' 0 que pode ser confirmado na fig. 5, com
42% de identidade mais 23% de homologia (LARSON 1996 e RECK-
PETERSON, 2000) /Essa conservagdo filogenética das miosinas da classe V,
bem como a homologia dos seus domininios especificos nos diferentes filos,
possibilitou a produ¢do de anticorpos contra dominios especificos dessas
proteinas e se constitui em intrumento importante para estudos de identificagdo e

imunolocalizagdo em diferentes organismos (LIMA et al., 1999)

Miosina V

FIGURA 4: Modelo estrutural da Miosina-V de cérebro (MS5a) - redesenhado por
COLETTO baseado em LARSON (1996). C = regido cabega; P = regido pescogo, CLE =
cadeia leve essencial; CLD = cadeia leve de dineina; CaM = calmodulina; CP = cauda
proximal, CM = cauda medial ¢ CG = cauda globular. Os mimeros indicam as posigdes dos

residuos de aminoacidos nas jungdes entre os dominios.
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Mouse dilute (MVa)
Human MVa

Avian MVa

Rat Myr6 (MVb)

S cerevisiae Myo2p
S cerevisiaz Myodp
- ——— S pombe NIV
Drosophila NIV

C. elegans NIV

&
motor %}’&? C-C globular tail

dilute (mouseVa) A ..
myr6 (rat Vb)
D. metanogaster
hum-2 (C. elegans)

Myo2p (5. cerevisiae)

Myodp (5. cerevisiae) [T
)k =PEST site
B = AF-6 homology domain
gy

FIGURA 5: Anilise filogenética do dominio motor das miosinas da classe V (A);
Homologia dos domininios motor, pescoco e cauda da Miosina-V nos diferentes filos (B) —

(reproduzido de RECK-PETERSON, 2000).

A cabega globular, localizada na porg¢do N-terminal, inclui desde o
aminoacido 1 até o aminoacido 765 e contém sitios para hidrolise do ATP e
ligagdo com Actina. O dominio pescogo alfa hélice (aminoacidos 765 a 912) €
alongado se comparado com outras miosinas € € o sitio de ligagdo para 8
moléculas de calmodulina e outras cadeias leves de 17 e 23 kDa. Essas
subunidades de 23 e 17 kDa fazem parte da familia dos genes da cadeia leve
essencial de Miosina-11, codificada pelos genes de cadeia leve na galinha, L23 e
L17, respectivamente (ESPINDOLA et al., 2000).

Os motivos IQ sdo encontrados em todos os tipos de miosinas conhecidas
e possuem de 23 a 30 aminoacidos de comprimento. Acredita-se que cada motivo

1Q constitua um sitio de ligagdo para uma cadeia leve. Analises densitométricas
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com miosina de cérebro sugerem que cada cadeia pesada se liga a 4 ou 5
moléculas de calmodulina, a uma cadeia leve do tipo essencial (17 ou 23 kDa) e
a uma cadeia leve de 10 kDa (CHENEY et al., 1993 e ESPINDOLA et al,,
2000).

O restante da proteina constitui 0 dominio cauda, formado por segmentos
em alfa hélice superenovelados, intercalados com dominios globulares (partes
cinza e amarela, na fig. 4). O maior segmento superenovelado, os aminoacidos
912-1106, é chamado cauda proximal. Devido ao longo tamanho do segmento &
hélice, acredita-se que ele possa ser o sitio primario de dimerizagio da molécula.
A sequéncia de aminoacidos nas por¢des distal e medial da cauda sdo altamente
conservadas entre as miosinas-V de vertebrados, mas essas sequéncias nfo sdo
tdio bem conservadas por meio da classe. A Miosina-V possui também uma
cadeia leve de 10 kDa, identificada por ESPINDOLA et al., (1996), como a
mesma proteina que constitui a cadeia leve de dineina (CLDB8) flagelar e
citoplasmatica, ¢ também como uma proteina inibidora (PIN) da forma neuronal
da NOS (6xido nitrico-sintetase). A subunidade 10 de kDa esta associada com o
dominio cauda da Miosina-V (ESPINDOLA et al., 2000). A CLD ¢ altamente
conservada e tem sido identificada em varios organismos incluindo
Chlamydomonas,  Sacharomisces  cerevisiae, — Drosophila,  Aspergillus,
Schistosoma mansoni e humanos (KING & PATEL-KING, 1995; PAZOUR et
al, 1998). Possiveis fungdes para a CLD no funcionamento da Miosina-V
incluem estabilizagdo de ligagdes cadeia pesada - cadeia pesada e ligago a carga.
Estudos bioquimicos demonstram que a CLD existe como um dimero in situ,
quando ligada 2 Miosina-V ou dineina (BENASHSKI et al, 1997).

Tanto a estrutura quartendria quanto as propriedades bioquimicas da
Miosina-V reforgam a idéia dessa proteina como motor molecular que tem
fungdio no transporte de organelas. O comprimento dos dominios cabega e
pescogo da Miosina-V (31 nm comparado aos 18 nm para Miosina-II) ¢
considerado mais longo que na maioria das outras miosinas. Em micrografias

eletronicas, os dominios cabega de 2 cadeias pesadas no dimero sdo geralmente
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alargados separadamente dando & Miosina-V um alcance significativo que pode
permitir o desengate da cabega para que ela se conecte a um filamento adjacente
dentro de uma frouxa rede de trabalho de actina.

Além dos ensaios enzimaticos, os ensaios de motilidade tém sido
conduzidos com Miosina-V imunoabsorvida e purificada, a fim de se entender os
mecanismos utilizados pela Miosina-V para desempenhar suas fungGes na
interagdo com filamentos de actina. Tem se demonstrado, por exemplo, que a
Miosina-V é um motor processivo dependente de actina, ou seja, um motor que
sofre ciclos cataliticos miltiplos e avangos mecanicos a cada encontro difuso
com seu trilho de actina (MEHTA et al., 1999b). A Miosina-V ¢ capaz de
translocar filamentos de actina em ensaios de deslizamento de filamentos e pode
mover particulas artificiais (contas) ao longo de filamentos de actina em sistemas
de armadilhas 6ticas (MEHTA et al., 1999a; VEIGEL et al., 1999).

Estudos de imunolocaliza¢do celular e muta¢Ges também constituem
importantes linhas de pesquisas que fornecem pistas sobre o papel da Miosina-V.
Os anticorpos policlonais contra a Miosina~-V demonstram a localizagdo
subcelular dessa proteina em neurdnios, astrocitos e outras células secretoras do
cortéx cerebral de rato. Isso sugere possiveis papéis na regido sinaptica (MANI et
al, 1994. ESPINDOLA et al.; 1996 ¢ SUTER et al, 2000) e revela a presenga
dessa proteina em neurbnios ganglionares da raiz dorsal de embrides de galinha,
mais especificamente na extremidade do cone de crescimento e em regides ricas
em organelas. Resultados similares foram obtidos para ginglios cervicais
superiores de camudongos nos quais se constatou o enriquecimento da Miosina-
V nas regides ricas em organelas em associagdo a um grupo distinto de pequenas
organelas ligadas aos microtiibulos e & actina. Estes dados sugerem um modelo
para a Miosina-V, que funcionaria como um “passageiro” ligado a organelas
transportadas por motores baseados em microtibulos, até regides corticais, ricas

em actina, onde passaria a atuar como motor ou na ancoragem de vesiculas

(EVANS et al., 1997).
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Mutagdes identificadas nos genes responsaveis pela expressdo da
Miosina-V em humanos e camudongos (MERCER et al., 1991 e PASTURAL et
al., 1997) revelaram que defeitos na transferéncia de granulos de melanina dos
melandcitos para os queratindcitos podem levar a disturbios fenotipicos. Nos
camudongos esse fendtipo € conhecido como dilute e caracteriza-se pelo
clareamento da pelagem deles; ja em humanos esse fendtipo caracteriza uma
enfermidade, a chamada Sindrome de Griscelli. Essa doenga rara, foi associada
com mutagdes no gene da Miosina-V presente no cromossoma 15q21
(GRISCELLI et al., 1978; PASTURAL et al., 1997). Trata-se de uma doenga
autossOmica recessiva caracterizada por imunodeficiéncia grave e albinismo
parcial com diluicdo da pigmentagio a exemplo do fendtipo dilute no
camundongo. Esse clareamento que constitui um fenoétipo de cabelos e pele
prateados € resultado de actimulo de melanossomos nos melanécitos.

O gene da Miosina-V em Drosophila melanogaster foi clonado e
mutagdes neste gene podem causar letalidade embrionaria (BONAFE &
SELLERS, 1997). MacIVER et al., (1998), identificaram um transcrito de um
gene para Miosina-V localizado nos oocitos durante fases precoces da oogenesis.
O padrio de localizagio observado por estes antores utilizando hibridizagdo in
situ é semelhante aquele visto para os genes orbe e oskar, ambos com papéis
fundamentais na oogénese e embriogénese.

Neste trabalho, procurou-se investigar a presenga da Miosina-V e sua
cadeia leve acessoria de dineina nos sistemas nervoso e reprodutor da Urugu do
Nordeste - Melipona scutellaris Latreille (Fig. 6) - espécie de abelha indigena,
brasileira e sem ferrdo, cuja distribuigdo geografica alcanga desde o sudeste da
Bahia até o sul do estado do Rio Grande do Norte ocupando, principalmente, o
bioma chamado Zona da Mata. Paralelamente realizou-se um estudo anatdmico

morfométrico das estruturas internas pertencentes aos sistemas nervoso e

reprodutor dessa abelha.
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FIGURA 6 — Ilustragio da Melipona scutellaris Latreille, desenho de COLETTO in COLETTO
& KERR, 1996.

No idioma Tupi, o termo urugu significa “abelha grande”, o que explicaria
o fato de muitas abelhas brasileiras sem ferrfio serem conhecidas por essa
denominagdo. As abelhas sem ferrdo nativas do Brasil pertencem a superfamilia
Apoidea que € subdividida em 10 familias: Colletidae, Andrenidae, Fideliidae,
Oxaeidae, Halictidae, Melittidae, Megachilidae, Anthophoridae, Stenotritidae,
Ctenoplectridae e Apidae (MICHENER, 1944 e 1965, MICHENER &
MICHENER, 1951). Dentro dos Apidae, as abelhas corbiculadas se subdividem
em quatro subfamilias: Apinae, Meliponinae, Bombinae ¢ Euglossinae. A
subfamilia Meliponinae, a que pertence as abelhas indigenas sem ferrdo, por sua
vez, se divide em duas tribos: Meliponini (Central € Sul Americana) e Trigonini
(Pan-Tropical). Dentro dos Meliponinae ha 52 géneros que totalizam mais de 400
espécies espalhadas em todo o mundo, abrangendo desde o Rio Grande do Sul

até o centro do México, a Africa, India, Malésia, Indonésia e Australia (KERR et

al., 1996).
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No Brasil, de 30 a 90 % das arvores nativas, dependendo da regido, sdo
polinizadas por abelhas sem ferrfio, designadas na literatura cientifica pelo nome
geral de meliponineos. Das mais de 400 espécies ja identificadas, em todo o
mundo, aproximadamente 100 estio em perigo de extingdo devido a agBes
antropicas, tais como: desmatamentos, destruigdo de ninhos por madeireiros e/ou
meleiros e envenenamento por uso indiscriminado de agrotoxicos em plantagdes
(KERR et al., 1994 ¢ KERR et al., 1996).

Por todos estes aspectos abordados até aqui, este trabalho procura utilizar
a M. scutellaris como um possivel modelo de estudos para a neurobiologia e
mesmo a biologia reprodutiva. Pois acrescenta conhecimentos as hipdteses
referentes as fungdes e propriedades bioquimicas dos motores moleculares (em
especial, Miosina-V), descreve a anatomia interna dessa abelha e, divulga sua

existéncia e sua importincia nos ecossistemas naturais.
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1 - Identificar a Miosina-V e a cadeia leve de dineina (CLD) nos sistemas
nervoso e reprodutor de individuos adultos (operérias, rainhas virgens e machos)
da M. scutellaris utilizando a técnica de Western Blot.

2 - Dissecar, reconhecer, medir ¢ documentar as estruturas anatomicas que

compdem os sistemas nervoso e reprodutor da M. scutellaris.
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IIL.1 - MATERIAL BIOLOGICO

Neste estudo foram utilizados rainhas virgens, machos e operdrias de
diferentes coldnias da M. scutellaris. Originalmente, essas colonias fazem parte
de um lote composto de 20 rainhas (todas em suas colonias) provenientes da
regido da Chapada Diamantina, introduzidas em Uberldndia em dezembro de
1987, mais 3 rainhas de Catu-BA (S 12° 21’; W—Gr 38°23”) em 1993; 11 rainhas
originarias do municipio de Lengo6is-BA (Chapada Diamantina - S 12°34’; W-Gr
41° 23”) entre 1992 e 1995 e 13 rainhas obtidas no municipio de Piatd-BA (a 200
Km a oeste de Lengéis - BA), (CARVALHO et al., 1996). A tltima e mais
recente introdugdo foi feita em outubro de 1999 com a aquisi¢do de 8 colonias
provenientes do municipio de Andarai-BA (Chapada Diamantina).

A populagdo inicial deu origem, hoje, a 64 colonias no Meliponario
Uberlandia, Condominio Mansdes Aeroporto na cidade de Uberlandia - MG,
colonias essas que sdo utilizadas nas pesquisas cientificas em desenvolvimento
nos Laboratérios de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia. No Meliponario Uberldndia, utiliza-se um conjunto de praticas para
manutengdo dessas coldnias, que sdo denominadas de manejo racional (para

revisdo sobre técnicas de manejo, consultar KERR ez al., 1996).

1.2 - METODOS

IIL.2.a — CAPTURA/COLETA DOS INDIVIDUOS

A coleta de material foi realizada no préprio Meliponario UFU-KERR
durante o0 ano de 1999 e 2000. As operarias foram coletadas no momento da
saida para o v6o, na propria porta de entrada das colonias. As rainhas virgens
foram coletadas no chdo, onde permanecem por alguns segundos antes de
voarem. E comum a expulsdo dessas rainhas das colméias pelas operarias.

Os machos foram coletados em pontos especificos, geralmente proximos

ao alimentador artificial coletivo ou na extremidade das caixas racionais
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(proximos a porta de entrada) ou, ainda, no muro ou vegetagio vizinhos, onde
houvesse incidéncia de raios solares (temperatura alta).

Para a coleta dos individuos utilizou-se uma pequena rede de aquario
usada para captura de peixes. Posteriormente, os individuos foram mantidos em
mini- colmeias com disponibilidade de alimento (mel de Apis) e um tubo de

ensaio com agua e algoddo para se manter a umidade.

II1.2.b - DISSECACAO DO MATERIAL

As abelhas foram fixadas com auxilio de alfinetes entomoldgicos em placa
de Petri contendo cera e/ou parafina. Adicionou-se uma quantidade de solugdo
salina ou agua destilada suficiente para cobrir o material e facilitar o processo de
remogio da estrutura alvo. A remogdo das estruturas anatdmicas internas foi feita
com auxilio de instrumental de precisdo adequado (pingas, mini-tesouras, sondas
e outros) previamente esterilizados. O material foi esterilizado ora com algoddo
embebido em alcool 70% ora por fervura, para evitar contaminagdes por fungos
e/ou bactérias presentes nas estruturas a serem dissecadas.

Para fins de documentagfio anatomica ¢ morfométrica a dissecagdo foi
realizada em presenca de fixador Dietrich que substituiu a 4gua destilada ou
solugdo salina utilizada nos ensaios bioquimicos.

O reconhecimento inicial das estruturas alvo envolvidas neste trabalho foi

realizado mediante consulta dos trabalhos de SNOODGRAS (1956) e Camargo
(1972).

IIL.2.c - HOMOGENEIZACAO DOS TECIDOS

Apbs a captura dos individuos, sua dissecagdo, remogio dos tecidos de
interesse e estocagem em freezer - 80 C, procedeu-se d homogeneizagéo do
material. Nessa etapa foram necessarios: Sonda Omine-mix (Omni TH

International); tubos Eppendorfs previamente esterilizados; ponteiras; Becker;
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estante para tubos eppendorfs; caixa de isopor; tampdo de homogeneizagio;
tampdo da amostra, 10 vezes concentrado (TA 10x).

Os tubos eppendorfs contendo o material a ser homogeneizado sio
retirados do freezer a — 80C e, imediatamente, colocados em N, liquido até o
momento de sua homogeneizagdo. O tampdo de homogeneizagdo foi adaptado a
partir do protocolo descrito por CHENEY (1998) a saber: 40 mM Hepes pH 7.7,
10 mM EDTA, 2 mM EGTA, 5 mM ATP, 2 mM DTT, 1 mM, Benzamidina, 100
MM Aprotinina, 0.5 mM PMSF.

Acrescenta-se um volume adequado para cada amostra (S00uL para 10
cérebros, S500lL para 10 sistemas nervosos completos, 300ul para 10 sistemas
reprodutores completos; 300pl para 5 pares de ovarios) e as amostras sdo
homogeneizadas por 1 minuto. Retira-se uma aliquota (100pL) do
homogeneizado € o volume restante é centrifugado a 4° C, 40000 x g por 40
minutos (Ultra-centrifuga Himac CR 21, HITACHI, rotor 27). A seguir,
ressuspende-se 0 sedimento com o mesmo volume de tampdo de
homogeneizagdo, retira-se uma aliquota de 50pL para a dosagem de proteinas e
acrescenta-se TA (10x) no restante do volume. Retira-se uma aliquota de 50 pL
do sobrenadante e acrescenta-se TA 10 x no restante do volume. As amostras sdo
fervidas a 100° C por 2 minutos ¢ armazenadas em uma caixa de isopor contendo

gelo, até 0o momento de serem utilizadas na préxima etapa (dosagem de proteina

total).

I11.2.d - DOSAGEM DE PROTEINA TOTAL

A dosagem de proteina foi realizada com base no principio da ligagdo

proteina-corada de acordo com BRADFORD, 1976. Nesse método utilizou-se
soroalbumina bovina (BSA) como padriio. O material necessario para essa etapa

inclui: estantes para tubo de ensaio; caixa de isopor; tubos de ensaio; ponteiras;

becker; dosador para Bradford; gaze; dgua pura (milli-Q PLUS, sistema de ultra
purificagio de agua MILLIPORE); BSA 1mg/mL (soroalbumina bovina);
reagente de Bradford (100 mg de Comassie Blue G, 50 mL de Etanol 95%, 100
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mL de acido orto-fosforico, completar para o volume final de 1000 mL com agua

pura); amostras para dosagem.

A curva padrio de BSA foi definida inicialmente com:

Tubos Volume BSA Volume H,O Volume Final
0 - 100 pL 100 pL
5 5L 95 L 100 pL
10 10 pL 90 pL 100 pL
15 15 pl 85 pL 100 pL
20 20 pL 80 pL 100 pL
25 25 pl 75 pL 100 pL
30 30 L 70 pL 100 pL

Os tubos a serem dosados sempre continham um volume final de 100 pL
(incluindo volume da amostra mais volume de 4gua). Um tubo controle
(“branco”) foi preparado; ele continha o tampdo da amostra (tampdo de
homogeneizag#o) e 4gua. Cada tubo recebeu 3 mL de reagente de Bradford (com
dosador). A leitura em espectofotometro (HITACHI U-2000 Spectrophotometer),
a 595 nm, foi feita depois de, no minimo, 2 minutos, tempo suficiente para o
reagente de Bradford sensibilizar as amostras.

Todas as amostras, incluindo a curva padrdo, foram feitas com duplicatas
e utilizou-se os valores das médias aritméticas das amostras.

A equagdo da reta foi obtida utilizando-se o programa EXCEL (Microsoft
Office 97) ¢ as médias das leituras das amostras foram substituidas nessa
equagdo, para se obter a concentragdo de proteina de cada amostra. A

padronizagdo da concentragdo de proteinas para todas as amostras analisadas foi

importante na aplicagfio dessas amostras no gel.
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Ill.2.e - ELETROFORESE EM GEL GRADIENTE NA PRESENCA DE
SDS (SDS-PAGE / 5-22%)

Utilizou-se o sistema de tampdo descontinuo descrito por LAEMMLI &
FAVRE (1973). Nessa fase foram utilizados: cuba de eletroforese; mini-géis com
dimensdes 8.3 x 4.7 x 0.05 cm (Hoefer) com gradiente de acrilamida de 5 a 22%
no gel de separagdo e 3% no gel de empilhamento; seringa (aplicador); becker;
estante para ependorffs; papel higiénico, tampdo eletrodo 4 vezes concentrado,
pH 8.3 [Tris (Trizma Sigma) 100 mM, EDTA (Boehringer Mannheim) 7,8 mM,
GLICINA (Sigma) 770 mM e SDS (Boehringer Mannheim) 3%)]; agua milli-Q e
amostras para aplicagio.

A eletroforese foi conduzida com tampdo eletrodo (estoque 4 vezes
concentrado, que foi diluido para 1 vez, ou seja, 60 mL de tampdo 4 vezes
concentrado para 240 mL de H,O milli-Q). O tampdo eletrodo, assim chamado, ¢
composto de Tris 100 mM, EDTA 7.8 mM, glicina 770 mM, SDS 3% pH 8.3) e
uma corrente constante de 30 mA. As amostras foram aplicadas ao lado de um
padrdo de peso molecular (PM) conhecido (PADRAO SDS — 7B ou SDS — 6H,
SIGMA) e submetidas a uma corrente elétrica constante de 30 mA por
aproximadamente 60 min.. Em seguida, procedeu-se com a coloragdo do gel por
mais ou menos 30 minutos em solugdo de Comassie Brilliant Blue R 0.125%,
metanol 50% e 4acido acético 9% e depois descoragdo com solugdo descorante
(metanol 5% e acido acético 9%). Posteriormente, 0s géis foram documentados

por meio de processamento de imagem digital (scanner ScanMaker III da

MICROTEK) ¢ conservados em solu¢do de dcido acético 7%.

ML2.f -TRANSFERENCIA ELETROFORETICA DO GEL PARA
MEMBRANAS DE NITROCELULOSE - “WESTERN BLOT”

Utilizou-se a transferéncia eletroforética segundo TOWBIN ez al. (1979).
Nessa etapa foram necessarios: cuba de eletrotransferéncia; papéis de filtro;

esponjas; membrana de transferéncia (HybondTM C, 0.45 micron, AMERSHAM
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LIFE SCIENCE); “Suporte para o sanduiche”; gel a ser transferido; tampdo de
eletrotransferéncia ou eletroblot; corante Ponceau a 0,2%; TCA — Ac. tricloro
acético 3% - 0,2%.

As amostras contendo as proteinas separadas por SDS-PAGE foram entio
transferidas para membrana de nitrocelulose a 100 mA “overnight”, utilizando-se
tampdo Eletroblot (80 mL tampdo Tris-Glicina [10 x], 160 mL metanol ¢ 800
mL de H,O pura - milli-Q). Apds a corrida do gel, colocou-se o mesmo no
tampdo de eletrotransferéncia e, posteriormente, procedeu-se com a montagem de
“sanduiche” (tendo o cuidado de manté-lo sempre molhado pelo tampdo). A
montagem ¢ feita na seguinte ordem: esponja, papel de filtro, membrana de
transferéncia, gel, papel de filtro, esponja. O “sanduiche” foi colocado na cuba de
eletrotransferéncia por 12 horas a uma corrente elétrica constante de 100 mA. A
membrana apés a transferéncia, foi corada com Ponceau e mantida na geladeira.

O procedimento utilizado nos ensaios que tinham por objetivo estudar a
presenga da Cadeia Leve de Dineina (CLD) foi o mesmo aplicado na cadeia
pesada da Miosina-V, ja citado anteriormente, embora a membrana utilizada

>

tenha sido a de PVDF e os tempos de eletrotransferéncia tenham sido de 15 min.

e 45 min.
IIL2.,g - REVELACAO POR QUIMIOLUMINESCENCIA -
IMUNODETECCAO

Nesse processo foram utilizados os seguintes materiais: cassete de
revelagdo; membrana transferida; papel de filtro; pinga; timer; filme fotografico;
solugio de detecgiio (Kit ECL Wertern Blotting, Amersham LIFE SCIENCE);
solugdio reveladora; solugdo fixadora, 4gua ultra-pura e dois tipos de anticorpos

que serdo descritos posteriormente.
Primeiramente, a membrana é bloqueada, com leite desnatado (Molico-

Nestlé, 5%), por um periodo de 6 horas. O processo de bloqueio consiste numa

estratégia de “protegdo” dos sitios de ligagdo ndo-especificos.
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A seguir, a membrana ¢é lavada 3 vezes, com TBS (1 vez concetrado), por
um periodo de 5 minutos a cada vez, € submetida ao anticorpo primario em

incubacfio de 12 horas. Em seguida, retira-se o anticorpo primério, a membrana

& novamente lavada 3 vezes, nas mesmas condigdes ja citadas, com TBS (1 vez

concentrado) e colocada em contato com 0 anticorpo secundario, permanecendo

incubada por 1 hora.
Mais uma vez a membrana ¢é lavada 3 vezes (por 5 minutos cada) com

TBS (1 vez concentrado) e, em seguida, procede-se & revelagdo. A revelagdo por
quimioluminescéncia, a exemplo de uma revelagio fotografica em estadio, deve
utilizar ambiente com auséncia total de luz branca ou com auxilio de luz

vermelha, A solugdo de detecgdo foi aplicada na membrana por 1 minuto. A

membrana foi colocada em cassete de revelagdo e foram realizadas quatro

exposigdes no papel fotografico, em tempos diferentes. Na primeira exposigfo, o

papel fotografico € colocado no cassete, onde permanece lacrado até a finalizagédo

do tempo; na segunda exposi¢ao, 0 papel é invertido no sentido da direita para a

esquerda. Finalmente, na terceira e quarta exposi¢des, 0 filme ¢ invertido da parte

superior para a inferior e do lado direito para o esquerdo, respectivamente. Apos

as exposigdes, o filme é colocado em solugdo reveladora (1 min.), agua (1 min.) e

solugdio fixadora (1 min.) nessa ordem. Apos a secagem, o filme ¢ analisado.

1.2.h —~ ANTICORPOS UTILIZADOS NA IMUN ODETECCAO

Os anticorpos utilizados na imunodetecgio da Miosina-V e da cld foram:

- ANTICORPO PRIMARIO PARA RECONHECIMENTO DA CADEIA

PESADA DA MIOSINA-V — anticorpo & ~head ou anti-cabe¢a da Miosina-V,
obtido por imunizagfo de coelhos, utilizando como antigeno o dominio motor ou
cabega da Miosin
MS5, usada para produzir a pr

ESPREAFICO et al (1992). O

a-V, expresso €m bactéria. A seqiiéncia do dominio cabega de
oteina de fusdo para imunizagfo, foi descrito em

anticorpo utilizado neste trabalho foi produzido
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como descrito em ESPREAFICO et al. (1998) e SUTER et al (2000). A diluigdo

do anticorpo usado nos ensaios por adicio de TBS, foi de: 1:1000, na

concentragio de 0,2 pg/ pL;
- ANTICORPO SECUNDARIO PARA RECONHECIMENTO DA CADEIA

PESADA DA MIOSINA-V — soro anti-habbit, policlonal, obtido por imunizagéo
de coelhos, anti-IsG de coelho (obtido de Boehrenger Mannhein), diluigdo

1:2000 por adigdo de TBS, na concentragio de 0,2 pa/ulL;
_ ANTICORPO PRIMARIO PARA RECONHECIMENTO DA CADEIA LEVE

DE DINEINA — o anticorpo anti-dlc ou R4058 foi produzido a partir da

~ imunizagdo em coelho da dlc em fusdo com proteina ligante de maltose (plm). O

soro foi obtido por clonagem ¢ expressdo da cadeia leve de dineina do flagelo de

Chlamydomonas reinhardtii (linhagem unicelular), como descrito em KING et

al., 1995. O soro foi imunopurificado (protocolo disponivel em PATEL & KING
(1995) contra a cadeia leve de dineina do flagelo de C. reinhardiii. Diluigdo

utilizada nos ensaios por adigdo de TBS: 1:50, na concentragdo de 0,2 ug/pL;

- ANTICORPO SECUNDARIO PARA RECONHECIMENTO DA CADEIA
LEVE DE DINEINA — anticorpos anti-IgG de coelho conjugados com

peroxidase, provenientes da Boehringer Mannheim, diluigio 1:50 por adigdo de

TBS, na concentragio de 0,2 pg/ul;

[IL3 — METODOLOGIA PARA DESCRICAO ANATOMO-
MORFOMETRICA

IIL.3.a - CAPTURA/COLETA DOS INDIVIDUOS

Operarias, rainhas virgens € machos foram coletados no Meliponario
as, :

Uberlandia (ver item: Material Bioldgico).
Os individuos foram mantidos em mini-colméias, que continham algoddo
embebido em 4gua para que fosse mantida a umidade. Também foram usadas
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nessas mini-colméias, alimentadores artificiais internos contendo mel de Apis

mellifera. Posteriormente esses individuos, foram dissecados utilizando-se as

ferramentas anteriormente descritas.

Utilizou-se CO, para anestesiar 0s individuos no momento da

manipulagdo da mini-colméia para a placa de Petri.

IIL3.hb — PROTOCOLO PARA PROCEDIMENTO DE PERFUSAO DE

ABELHAS
DIETRICH foi o fixador escolhido para a perfusdo por ser utilizado para

analise citoldgica e histologica de insetos. Essa solugdo consiste em: 17 cm® de

alcool 96%; 6 cm’ de formol 40 %; 02 cm’ de acido acético glacial; 28 cm® de

dgua destilada.
Cada abetha foi perfundida por uma micro-seringa que ¢ utilizada,

geralmente para inseminagio instrumental de abelhas. Um micro capilar

adaptado para essa seringa foi construido (oficina de Hialotecnia da Universidade

Federal de Uberlandia) com o objetivo de permitir a execugdo do processo de
perfusio das abelhas. O microcapilar é colocado no aparelho bucal da abelha € o
) da seringa € lentamente acionado até que o contendo de

€émbolo (em rosca

aproximadamente 8 ML seja transferido para as partes internas do seu

exoesqueleto. Como opgéo adicional, pode-se realizar a perfusdo aplicando-se o

contetido no térax do inseto com 0 mMESMO microcapilar descrito anteriormente,

de modo a perfurar seu exoesqueleto.
prévios foram conduzidos para testar a eficiéncia deste método,

antidade de Azul-de-Metileno em p6 a solugdo de

Ensaios
adicionando-se pequena qu
DIETRICH a ser perfundida. Ap

dissecadas no plano sagital mediano ¢ suas

6s esse procedimento, as abelhas foram
estruturas (cabega, térax e abdémem)

foram analisadas no que concerne a presenga ou ndo de coloragdo azul, para se

confirmar a perfusdo.
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M3.c - DOCUMENTACAO  FOTOGRAFICA UTILIZANDO

MICROSCOPIO ESTEREOSCOPIO

Os fundos para fotografia foram construidos utilizando-se a placa de Petyi
€ parafina colorida com anilina. Outra opgo ¢ utilizar vela colorida derretida
Para compor o fundo utilizado nas fotografias. As cores escolhidas para a
documentagao foram o azul e vermelho por se tratarem de cores basicas,
recomendadas em principios de fotografia para melhores resultados na_revelagdo.
Os tecidos alvo (sistema nervoso ou sistema reprodutor) de operarias, rainhas

Virgens e machos, ja perfundidos, foram colocados nas placas de Petri preparadas

€ procedeu-se 3 montagem das estruturas em sua posi¢do anatémica, com auxilio

de pingas e sondas. Para documentagdio de imagens em computador, foi utilizado

SCanner ScanMaker III da MICROTEK.

mr3.q - PADRONIZACAO DE ESCALA PARA DOCUMENTACAO
FOTOGRAFICA F ARTISTICA DOS SISTEMAS NERVOSO E

REPRODUTOR DE Melipona scutellaris
Para a padronizacio da escala na documentagéo fotografica e artistica dos
sistemag nervoso e reprodutor da M. scutellaris foram realizadas medidas de
Cstruturas peculiares a esses dois sistemas em Microscépio Estereoscopio Leica -
Wild Typ 308700, Heerburgg, Switzerland. Cada aumento, nesse microscépio,
POSsui uma escala de unidades oculares que pode ser convertida em milimetros
(Anexo 3). Para a padronizagio foram utilizados 50 machos: 20 para o sistema
nervoso e 30 para o sistema reprodutor; 50 rainhas virgens: 20 para o sistema
B€Ivoso ¢ 30 para o sistema reprodutor e 40 operérias: 20 para 0 sistema nervoso
© 20 para o sistema reprodutor. O aumento utilizado no microscopio

estereoscopio, para todas as medidas na padronizagdo de escalas, foi de 16x.
se a média aritmética das medidas das estruturas,

Posteriormente, realizou-
© foi feita nfio s6 a conversio para escala em milimetros, mas também o

Processamento da imagem (software CorelDRAW 7) com insergdo da barra de

€Scala sob a estrutura anat6mica em questdo. Os dados obtidos das medidas das
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estruturas foram condensados na Tabela I mas podem ser consultados
Sseparadamente no Anexo-3. No caso do sistema reprodutor de machos da M
Scuteflaris, a estrutura escelhida foi a vesicula seminal, sendo que 10 individuos

foram dissecados, suas vestculas geiiiifiais ramovidas ¢ o5 didmetros dessas

vesiculas medidos. No sistema reprodutor de rainhas virgens foi utilizada a
€spermateca, sendo que 10 individuos foram dissecados, as espermatecas

removidas e seus didmetros medidos. J& no sistema reprodutor de operéria,
mediu-se o comprimento do ovario atrofiado. Com relagfio ao sistema nervoso
das trés categorias de individuos foi medida a largura do cérebro, ou seja, a
distdncia da extremidade do 16bulo dptico direito até a extremidade do 16bulo
6tico esquerdo. Os dados referentes as medidas dos cérebros para operarias,
rainhas e machos foram submetidos a tratamento estatistico adequado (Teste F e
Teste de Tukey) com utilizago do programa SANEST (Sistema de Analise
Estatistica do SEAGRO — Faculdade de Engenharia Agricola - UNICAMP,

Autores: Elio Paulo Zonta e Amauri Almeida Machado).
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Neste trabalho, optou-se pela captura dos individuos conforme suas
fungBes na col6nia ou seus atos comportamentais, de modo a garantir uma
amostra da mesma faixa etaria. Assim sendo, foram coletadas somente operarias
campeiras, machos sexualmente maduros com comportamento de espera da

rainha nas proximidades da entrada da colonia e rainhas virgens recém expulsas

de suas colonias.

Operarias, rainhas virgens € machos da M. sc
turas internas que pertencem aos seus sistemas

utellaris foram perfundidos

com solugdo Dietrich, e as estru

nervoso e reprodutor, dissecadas, sendo mantida sua integrida
perficie de parafina colorida para serem

de. Posteriormente,

essas estruturas foram montadas em su
meio de fotografia em microscopio estereoscopio. Em

atomica (figuras 7 e 8) foram

documentadas por

seguida, as imagens da documentagdo an
em computador com utilizagdo de software

digitalizadas e processadas
Os dados morfométricos (Tab. 1) das

especifico para tratamento de imagens.

estruturas que compdem 08 sistemas estudados possibilitaram a elaboragdo da

¢ nessas imagens ¢, também, for
e 3. A dissecagdo de insetos com

barra de escala present am importantes para a

anilise estatistica presente nas Tabelas 2
quado € © estudo anatomico e morfométrico,

utilizagdo de instrumental ade
a o conhecimento deles. A

constituem ferramentas muito importantes par

identificagdo das partes dos sistemas anatomicos em estudo pode gerar
estudos de filogenia € evolugdo,

especificas,
tiva. O uso de Dietrich combinado

comparagdes inter € intra-

neurobiologia, fisiologia e biologia reprodu

com corantes (por exemplo, 0 Azul-de-Metileno) possibilita o armazenamento

cas internas do sistema n
para fins didaticos.

das estruturas anatomi ervoso e/ou reprodutor, ou de

qualquer outro tipo de estrutura interna
s machos da M. scutella

logia dos zangdes de Apis. As

O sistema reprodutor do ris se apresenta bastante

diferente quando comparado com morfo
produtor daM. s

clativamente simples e suas

principais diferengas entre 0 sistema ¢ cutellaris e da Apis sd0: 0
o da M. scutellaris ér

aparelho genital do mach
{culas seminais € pénis) sdo de facil

estruturas (testiculo, ducto deferente, ves
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reconhecimento e dissecagdo (fig. 7C), ao contrario do aparelho genital do

zangdo na Apis (fig. 2); ndo ha glandulas acessorias de muco no sistema

reprodutor dos machos, o sémen possui coloragdo branca,
s que possui coloragdo marrom claro;

tendo composigdo

leitosa, ao contrario do sémen de Api

operarias e rainhas da M. scutellaris nao possuem glandulas produtoras de

veneno e nem estruturas destinadas ao armazenamento do mesmo, tém o

aparelho ferroador atrofiado e ndo ha presenca da Bursa Copulatrix ou bolsa

copulatéria presente na Apis.

WA

Sy mm

B i ‘ L
Operarias (A), Rainhas Virgens (B) e Mach9§ (©)
dutores completos foram dissecados com auxilio de
instrumental adequado ¢ documentados por meio de fo?o_gra.ﬂa em mlcrczs)c?pllo ;Stgrf:',cr?}:-l? (f
as imagens processadas em software apropriado para dlgltallzagao. 0L~ : vTH% -c E}; c‘m;awtcm-
— Abertura Genital; OV — Ovario de rainha virgem; OL — Oviduto at?rrfl ; " D][)) ;- 5;0
OM - Oviduto Médio; GD — Glandula Alcalina ou de Dufour; T — Testiculo; 1

Deferente; VS — Vesicula Seminal; P - Pénis

o 3mm K

FIGURA 7: Sistemas reprodutores das
da Melipona scutellaris. Os sistcmas repro




36

(A -

5 mm ol S mim
L 3

m (2) e do Macho (3) da
ddo nervoso ventral) foram
por meio de fotografia em

(1), Rainha Virge

FIGURA 8 - Sistemas Nervosos da Operiria
letos (cérebro € cOT

Meli o ; .
elipona scutellaris. Os sistemas nervosos comp

disse o ;
ecados com auxilio de instrumental adequado ¢ documentados

microsconi TR . .
oscopio  esterioscopico € as imagens proccssadas em softwarc apropriado para
anglio toraxico 1 GT2 - ganglio toraxico 2;

‘g{:’»ritalilagﬁo.'(? _ cérebro; O — ocelo; GT1 — 84
& 3 - ganglio toraxico 3; GA1 — ganglio abdominal 1; GA2 - ghnglio abdominal 2; GA3 -
ginglio abdominal 3; GA4 — ganglio abdominal 4.

r:e?)lr;féll:: 1 — Dados morfométricos das e.struturas anatﬁmipas r('afe.:rentes.aos, sistemas

. or e nervoso da Melipona scutellaris. O aumento No microscoplo esterioscopico para

ssas medidas foi 16x (consultar dados originais © tabela de conversdo para escala em
ta, dentro dos parénteses.

e
milimetros no Anexo 3). O tamanho das amostras ¢ mostrado a direl

OPERARIA RAINHA MACHO
VIRGEM

1 diametro da diametro da vesicula

comprimento do .
ovario (mm) espermateca (mm seminal (mm)

. SISTEMA
EP
RODUTOR 5 g4+.0.6(20) 068+ 007(30) 040+ 0130

Jargura do cérebro

largura do cérebro
(mm)

largura do cérebro
(mm)

SISTEMA (mm)

NERVOSO
4.03 +-0.2(20) 319 +- 0.17(20) 353 0.22 (20)

T mem

s R
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TABELA 2 - Quadro de analise de varidncia referente as medidas das larguras dos
cérebros das operirias, rainhas e dos machos da Melipona scutellaris.
Média Geral = 5.858334 Cocficiente de Variagdo = 3.485 %

Causas da Graus de Soma de Quadrado Valor F  Prob.>F

variacio Liberdade Quadrados Médio
178093345 8.9046673  213.5771  0.00001

Cérebro 2
Residuo 57 2.3764999 0.0416930
Total 59

TABELA 3 - Teste de Tukey para médias das larguras dos cérebros das operdrias, rainhas

e dos machos de Melipona scutellaris.
D.M.S. 5% = 0.15551 — D.M.S. 1%=0.19603

DM.S. 5% = 0.15551 ' -
Num. Num. Nome Num.  Médias Médias 5% 1%
Originais

Ordem Trat. ~ Repet.
6.555000 6.555000 a A

1 1 Operaria 20
> 3 Macho 20 5795000 5795000 b B
3 2 Rainha 20 5.225000  5.225000 C C

s aparelhos genitais trazem implicagGes

Essas diferengas anatomicas do
uma tentativa de inseminagdo

muito importantes, como por exemp gy o
Jlaris. Isso porque a coleta de sémen exigiria uma

scrita por CAMARGO (1972), para o género

llaris ndo exige cuidados com o muco

instrumental na M. scute

metodologia diferente daquela de

Apis. O sistema reprodutor da M. scule

diante da auséncia de glandulas responsaveis por sua produgdo; portanto, para a

coleta de sémen, sugere-se a remogac das vesiculas seminais e sua dissecagéo
2

deve ser feita em um ambiente

Além disso, dissecagOes €
atrix que ocorre €m rainhas virgens da Apis, essa

que contenha agua de coco estéril ou

Tk m rainhas virgens demonstram a
estreptomicina. &

auséncia de valvula copul
ca de inseminagdo instrumental para a M.

auséncia pode facilitar a tecnl
scutellaris. Na morfometria das vesicul
vesiculas apresentavam dia
pode estar relacionado com a migragdo desigual

as seminais foi observado que, num

mesmo individuo, €ssas metros diferentes, indicando
\4 5

volumes distintos de sémen. [ss0

de espermatozoides para as vesiculas seminais ou, também, com a produgio
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desigual do liquido de manutengdo € suspensdo dos espermatozoides nas

acionado a ambos 0s eventos.

vesiculas seminais ou rel
s no que se refere a disposigdo das partes

Nio ha diferengas significativa

componentes do sistema nervoso da M. scutellaris, quando comparado com as

estruturas basicas do género Apis. Esse sist
entral, que ¢ formado apenas por quatro ganglios

ema se caracteriza pela presenga do

cerebro e o corddo nervoso V

abdominais (Fig. 8), sendo que 0 altimo se 1
50 cinco os ginglios abdominais ¢ o Ultimo

ocaliza entre o terceiro e quarto

segmento, enquanto que na Apis S
localiza-se no sexto segmento.

Com relagdio ao comprimento do
gnificativa enfre 05 individuos:
dio aproximado de 4 mm (+/- 0.2)

s cérebros da M. scutellaris verificou-se

diferenga estatistica si o maior cérebro é o da

operaria, que tem um comprimento mé
(+-0.17) €, por {iltimo, o da rainha com 3.2 mm

seguido do macho com 4.5 mm
tintas (a, b e ¢), (Tab. 3) diferem

(+/- 0.22). As médias seguidas POT letras dis
ificancia indicado.

entre si, considerando o nivel de sign
e insetos sociais e a biologia

ROBINSON et al. (1997), numa revisdo sobr
molecular do comportamento social, relacionam 2 plasticidade cerebral com o
al das abelhas meliferas.
e cogumelo das rainhas da Apis,

Segundo esse autor e

desenvolvimento comportament
corpos em forma d

seus colaboradores, 0S
exibem um padrio de mudanga estrutural comparavel aqueles vistos para
destas, as rainhas nu

se. Essas observagdes sugerem que a

nca forrageiam. No entanto as

operérias mas, a0 contrario
ninho para acasalar-
forma de cogumel
a outros pontos. As operarias

rainhas voam do

a colonia em relagdo

arregamento de néctar ou polen enquanto as

o esta associada com a

aprendizagem do local d

retornam as suas colonias a cada ¢

p cial: tas realizam uma série de voos

rainhas retornam apés voo nt ambas as cas
do forrageamento ou do acasalamento, respectivamente.
neticamente menos

der a localizagdo da colméia para que

prévios , no inicio
Machos da Apis (Zang5CS) sdo ge imilares a operarias do que
m tém que apren

sd0 as rainhas, mas també
autores completam o estudo, levantando a

retornem a ela, apos 0 v00 nupcial. OS
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hipétese de que, em relagdo as operdrias, a plasticidade de seus corpos em forma
de cogumelo contribuiria para uma mudanga de fungdo na coldnia para o inicio
da atividade de forrageamento; sem essa plasticidade, isso nunca aconteceria.
Diferentemente do género Apis, os machos dos meliponideos exibem uma
série de fungBes dentro e fora da colonia, além de serem muito mais parecidos
fenotipicamente com as operérias do que com as rainhas. Varios trabalhos, que
utilizam caracteres morfolégicos externos, tém sido feitos para testar essa
hipétese de maior semelhanga entre machos e operdrias, (para revisdo, consultar
KERR et al, 1978). Machos de meliponideos passam o primeiro ter¢o de sua vida
cuidando das larvas, produzindo ¢ manipulando cera, (KERR, 1987 apud KERR,
1990) e realizando trofalaxis (ENGELS & ENGELS, 1988 apud KERR, 1990).
Além disso, desidratam néctar dentro da colénia, FONSECA, 1973, e fora da

colénia (observagdes pessoais de KERR com a Melipona scutellaris e 2a

Melipona rufiventris). Provavelmente, isto estaria relacionado a sua reducio de
peso para o momento do voo de copula com a rainha, ou para a coleta de

alimento. No que se refere a rainha, ela realiza praticamente um finico voo em

sua vida, o chamado voo nupcial, no qual ela se acasala, ¢ fecundada e retorna &
? .

coldnia.
Os dados morfométricos dos cérebros para os individuos da M. scutellaris

podem estar relacionados com as observagdes de ROBINSON e seus
colaboradores (1997), uma vez que, S€ OS corpos em forma de cogumelo

constituem o centro da memoria € aprendizagem das abelhas, essa diferenca de
tar ligada & quantidade e qualidade das

tamanho dos cérebros podenia ¢S .
atividades sensoriais na exploragdo do ambiente. A operaria, por desempenhar
'

a média na exploragiio do ambiente,

.. " vid
uma série de fungdes ao longo de sud B
erebral. Em seguida, viria o macho, que também

apresentaria um maior volume ¢

s inha, com fungdo restrita 2
: ) ~ or wltimo, a ramha,
realiza diferentes fungdes € P

reprodugdo. | N
itometricos para a imudetecgfio da
i nos dados densito
A diferenga apresentada

; maior semelhancga dos cérebrog
. Iy jgerindo uma
Miosina-V, reforga essa hipotese St
2
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da operaria e do macho quanto a expressdo dessa proteina, tdo importante no

transporte de vesiculas e organelas e possivelmente envolvida com a

decodificagdo dos sinais de transdugo.
O tampdo de homogeneizagio utilizado por CHENEY ez al., 1993, ¢

adaptado para este trabalho, foi eficiente para a extragio da Miosina-V, que ¢
solubilizada na presenga de ATP. A principal adaptagdo ao tampio de
homogeineizagdo descrito por CHENEY foi a atilizagdo de PMSF como inibidor,
enquanto o tampdo descrito por aquele autor utilizou Perfabloc. Os anticorpos
produzidos contra dominio especifico motor da Miosina-V de Gallus gallus,
possibilitou a imunodetecgdo da Miosina-V nos tecidos analisados das abelhas,
pois anticorpos gerados contra Miosina-V de aves reconhecem o mesmo epitopo
na Miosina-V de abelha. O anticorpo policlonal utilizado para imunodetcgfio de

CLD também foi eficiente em detectar €ssa proteina em abelha. Portanto,

tra dominio motor, esses anticorpos contra

Juntamente com os anticorpos con
possibilitaram a execucio da parte

CLD foram as principais ferramentas que
bioquimica deste trabalho. Esse reconhecimento de dominios especificos da
s em outros filos demonstra uma

Miosina-V por anticorpos produzido
US (1993) quando se refere a molécula da Miosina-

caracteristica citada por TIT

V, como um exemplo de comvergéncia
a de levedura até vertebrados, passando por filos

evolutiva harménica, ou seja, essa

proteina se mantém conservad

intermediérios como os Artropodes.
O perfil eletroforético de proteinas totais dos cérebros da M. scutellaris

(fig. 9A) mostra bandas bem definidas, pata
no sobrenadante € no sedimento.

V em cérebro (fig. 9B) foi capaz

uma mesma-concentracdo de tecido

(5.5 ug/uL), no homogeneizado,
ot para detecgdo da Miosina-

J4 o imunobl
4 as amostras de sobrenadante ¢ sedimento de

de captar um sinal mais forte par
1e o sinal apresentado para as mesmas amostras na rainha,

macho e operéria do qu
do no grafico 1 que mostra a andlise

Isso pode ser melhor visualiza
stras de cérebro. A
5o diferencial dessa proteina entre esses

densitométrica das amo analise densitométrica sugere a

existéncia de uma possivel express
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individuos. Entretanto, para um estudo mais profundo faz-se necessario o uso de

s, com coleta de individuos na mesma faixa etaria a fim

experimentos controlado

de se comprovar tal hipotese.

Mw Ho so PO
: oy 2O

il

205 &
16+
97 -
66

16.8%

pr  HM SM PM

s - M5 CP

ra Miosina-V (B) das ameostras de

. Imunoblot pa
FIGURA 9 - Perfil eletroforético (A))ee e nto (P) d0s ¢ obros das operdrias (O),

homogeneizado (H); i

h . na scutellaris Lat-

rainhas (R) e dos machos (M) da M .erh];: ¢ machos foram dissecados ¢ homogeneizados em
g o a 40000xg por 40 minutos ¢

Dez cé Ari i : i
z cérebros de operanas, oncizado foi centrifugad
foram scparadas em gel de

. 5 mo .
500 pL de tampdo de extraanbr?t;‘;lo % de proteina/uL (
v camente pard membrana de nitrocelulose

as amostras de H, S € P ‘ .

ST ? : Jetroforett v e

?&“?)Cﬂflmda com SfDS o transferidos CIETOMOT 5 inio cabega da Miosina-V' (diluigdo
ot). A membrana ot §

1:1000 e concentragdo de 0,2 ug/ uL)-
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Analise Densntométrica de Imunoblot de
Miosina-V detectada nos Cérebros de
Melipona scutellaris

20 -

15 GHOMOGEINEIZADO
B SOBRENADANTE
OSEDIMENTO

(&)

Sinal captado pelo
software em pixels (%)
—

o

1 apresentado pela imunodetecgiio da

. wrica do sina .
s densitométric? 0 da técnica de Western Blot.

GRAFICO 1 - Anili ]
. 2 : por mel
Miosina-V em cérebros de i Sculilgar;iapimunodetcc
A imagem do sinal ou marcagio ?prescl(l)ta r ;; bandas referentes as
¢ realizou-se quantiﬁcac;ﬁo dos pixels (%)

rainha (R) ¢ macho (M).

¢do da Miosina-V foi digitalizada
amostras de operaria (0),



A fig. 10A mostra o perfil eletroforético dos sistemas nervosos completos,

ou seja, cérebro e corddo nervoso ventral. A distingdo das bandas € perfeita para

as amostras de homogeneizado, sobrenadante € sedimento para uma mesma

concentragio de proteina (13.87ug /uL). O imunoblot para cadeia leve de dineina

(CLD) demonstra eficiéncia do tam

Permanece, em quase sua totalidade, no sobrena

pio de extragdo dessa proteina que

dante.

HR SR PR M sSM PM

MW HO SO PO

grR SR PRI SM DM

- CLD

¢ de Cadeia Leve de Dineina (B) com

; e Imunoblo
FIGURA 10 - Perfil eletroforético (4) e sedimento (P) dos sistemas nervosos

. nadante ()]
amostras de homogeneizado (H), s(t;;))f : dos machos (M) da Melipona scutellaris Lat.
m dissecados ¢ homogeneizados em

das operirias (0), rainhas vi_rgensmhas yirgens ¢ machos fora
Dez sistemas nervosos de operdrias, 1d descrito 13 metodologia. Amostras de homogeineizado (H),
1L foram separadas em gel de poliacrilamida

500 pL de tampdo de extragdo como 1
roteinas/}
sobrenadante (S) ¢ pellet (P) contendo 13.8718 dep D bt o1 sondads oo

a de PVDF (0.2,
e transferidos elctroforcticamente par membrana de (
anticorpo anti - cadeia leve de dineina (CLD).
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A
i d:ii;:;m:rstra o perfil eletroforético do extrato de proteinas totais de
e ail a uma mesma concentragio (2 pg/pl). A imunodeteccio
I ’ ostras de sobrenadante e sedimento dos ovarios de rainh
4 disponivel na fig. 11B. O sinal apresentado no imunoblot se mosti1 S
ostra

fraco
em fungdo do aj i
juste de britho e do contrast i
e realizados na i
magem e

também, devi
i , devido ao background presente no filme ap6s a etapa de revel
utmmiolumi n , elagdo por
A minescéncia. Esse dado € bastante importante, porque de P
resenga . . ’ monstra a
- ca da Miosina-V em tecido de natureza ndo-nervosa. LIMA (2
ambém obteve idents | ‘ 0
e identificagio dessa proteina i
em diferentes tecid
os de naturez
a

Cr Atri S

de Calomys callosus.

o extrato total dos ovirios d i

‘ ‘ as rainhs

s virgens foram dissecados ¢ homogcne)iZd?)a
dante (S) ¢ sedimento (P) contcnds
letroforese em gel de poliacrilamida :

a Miosina-V n
de cinco rainha

stras de sobrena

e ~
m tampdo de extragéo. Amo.
foram separadas em ¢
de nitrocelulose (blot). A membrana foi
oi

F
1"}(1;’URA 11: Imunodetecgio d
elipona scutellaris. Dez ovarios

?rlzl;(;?madamente 2ug de proteina
Sondagndos elctr_oforetlcan’lente para
cnehs adcom anticorpo anti - cabega da
MW —(I) e pmtam{xo foi usado como control€
MV L ndica padrdo do massa molecular relativa
¢ — indica a banda da cadeia pesada de miosin

membrana
Miosina-V. Uma amos
le (MV).

(Mr x 10°7)
a1 V reconhecida pelo anticorpo no ovario

tra da Miosina-V purificada de
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A imunodetecgdo da Miosina-V em sistema reprodutor da M. scurellaris
pode estar relacionada com a secregdo dos hormdnios presentes nesse tecido, ou
mesmo com o proprio armazenamento de gordura em regides especificas,
Ressalta-se, novamente, o trabalho de MacIVER et al. (1998), demostrando que
em Drosophila melanogaster, a expressdo da Miosina-V ¢ predominante na
linhagem germinativa € em embrides precoces e, o transcrito do gene didum,
responsavel pela produgdo dessa proteina, foi localizado no odcito durante a
oogénese. Experimentos genéticos e hibridizagdo in situ foram fundamentais para
a localizagdo do transcrito no ovario de D. melanogaster durante estagios
precoces, até estagios tardios de desenvolvimento €, também, foram importantes
na localizagdo desse gene na regido 43C. Esses autores, também, tiveram
evidéncias de tragos de mutagdo nesta regido, com um fenétipo embrionario letal.
Ensaios dessa natureza podem ser conduzidos para investigar, futuramente, o

papel da Miosina-V ¢ até mesmo de outras miosinas ndo convencionais em

tecidos reprodutores da M. scutellaris.
O perfil eletroforético para sistema reprodutor (fig. 12A) néo apresentou

uma distingdo perfeita das bandas, que foi mais critica nas amostras de
a. bem como no sobrenadante ¢ sedimento de macho.
>

sobrenadante de operari
Nessa eletroforese, a concentragio também foi a mesma para todas as amostras

aplicadas (10pg/pL). Essa ndo distingdo das bandas, provavelmente esteja
relacionada com algum erro no processo de dosagem, homogeneiza¢io ou

mesmo no momento de aplicagio das amostras n0s pogos do gel, podendo ndo ter
¢dio homogénea das amostras, embora isso n#o tenha

ocorrido solubiliza

comprometido a imunodetecgio de CLD nesses tecidos (fig. 12B).
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BR SR PR HM SM PM

MW HO SO PO

A«

AE O SO PO R SR PR M SM PM

FIGURA 12 - Perfil eletroforético (A) € fmunoblot (B) com amostras de homogeneizado
to (P) de sistema reprodutor das operdrias (O), rainhas

(H), sobrenadante (S) e sedimen .
virgens (R) e dos machos (M) de Melipona scutellaris Lat.
inhas virgens ¢ machos foram dissecados e

Dez sistemas reprodutores de operarias, 12 ) : r
homogeneizados em 300 extragdo. O homogeneizado foi centrifugado a

uL de tampdo de 1
40000xg por 40 minutos ¢ as amostras de H, S € p _contfendo aproximadamente 10pg de
proteinas/uL.  foram separadas em gel de poliacrilamida ~ com SDS e transferidos

(blot). A membrana foi sondada com anticorpo

cletroforeticamente para membrana de PVDF nbr )
anti - cadeia leve de dineina (CLD). Uma amostra da Miosina-V purificada de cérebro de

pintainho foi usada como controle .
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A identificagdo da Miosina-V em sistema nervoso de abelha ¢ ym
indicativo de que essa proteina pode funcionar como um marcador molecular
neuronal ligado a atividade sensorial desses animais. Esses dados abrem outra
séric de perspectivas para estudos futuros que tentem investigar o papel da
Miosina-V no sistema nervoso de abelhas. Ensaios de motilidade, cultura de
neurdnios, co-sedimentagdo da Miosina-V, imunohistoquimica, seqiiénciamento
e expressdo da Miosina-V e mutagdo dirigida constituem alguns exemplos de
experimentos futuros que podem ser executados a partir dos dados contidos
neste trabalho. Os himendpteros sociais, de modo geral, oferecem uma rica fonte
de investigagdo acerca dos fatores comportamentais e/ou moleculares que
garantem o sucesso da eussociabilidade.

COSTA (1998) demonstrou por meio de ensaios de imuhoprecipitagﬁo e
“overlay” em nitrocelulose, a associagdo fisica entre a Miosina-V de cérebro de
pintainho (BM-V de Gallus gallus) ¢ a proteina quinase II (CaMKII). A CaMKII
¢ uma serina/treonina quinase, multifuncional, abundante em células nervosas e
envolvida em varios processos, como sintese e liberagdo de neurotransmissores,
regulagiio de canais i0nicos e potenciagdio de longo prazo (LTP). Essa quinase
apresenta a propriedade de autofosforilagdo, sendo estritamente dependente de
Ca®*/calmodulina. Esses resultados permitiram sugerir que a ativacdo dessa
quinase ¢ realizada pela prépria cadeia leve do substrato, neste caso a BM-V.
Esse mecanismo funcionaria como potencializagdo de resposta ao fon célcio para
a CaMKII e a BM-V, uma vez que este fon funciona como importante

sinalizador de processos neuronais. Dados preliminares em nosso laboratério

indicam imunodetec¢do preferencial da Miosina-V no Iébulo optico da M
mas o papel dessa proteina nessa regido especifica do cérebro

scutellaris,
outro campo de investigacdo sugerido seria: uma

continua obscuro. Portanto,
is proﬁmda acerca da possivel interagfo de calmodulina, como

investigagdo ma

substrato para a ativagdo da Ca
sos de memoria e aprendizado dos himendpteros sociais.

MKII e conseqiiente efetivagdo de um sinal de

transdugio nos proces



48

A cadeia leve de dinéina (CLD) foi imunodetectada nos sistemas nervoso
€ reprodutor. Isso pode estar relacionado com a ocorréncia dessa proteina em
associagdo com a cadeia leve da Miosina-V; ou entdo relacionado com sua
presenga na forma de dineina citoplasmatica. Em Aspergillus, o mutante para
CLD, nudG8, ¢ uma fenocopia de uma dineina mutante de cadeia pesada,
sugerindo que um papel para essa proteina nesse organismo poderia ser mediado
através de sua interagdo com dineina, BECKWITH et al, 1998. Ensaios de co-
sedimentagdo com F-actina poderiam ser conduzidos para confirmagio de que a

CLD imunoidentificada nos sistemas nervoso e reprodutor corresponderia 3

cadeia leve de dineina associada & Miosina-V.
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Diante do exposto conclui-se que:

1 — Anticorpos produzidos contra o dominio especifico motor da Miosina-V de

cérebro de pintainho (Gallus gallus) podem ser utilizados em estudos de

o dessa proteina em invertebrad
ervagio evolutiva dessa molécula.

imunodetec¢d os, como a abelha em questio,

confirmando o aspecto de cons

te em sistemas nervoso (cérebros de operarias
y 2

2 — A Miosina-V estd preseit
rodutor (ovario de rainha virgem) da

e machos) e em sistema rep

rainhas virgens
e de perspectivas p

M. scutellaris, abrindo uma séri ara estudos futuros acerca da

estrutura e fungdo dessa proteina.

al da jmudetecgdo da Miosina-V, apresentada no

3 — A diferenga no sin
Imunoblot e comprovada Por dados densitométricos para cérebro da M.

ar relacionada com possivel expressdo diferencial dessa

scutellaris, pode est

proteina nas castas € no macho.

CLD) associada a Miosina-V, também esta

4 — A cadeia leve de dinefna (

o ¢ reprodutor da M. scutellaris.

presente em sistema nervos

padronizada constitui importante

5 — A técnica de perfusdo de insetos sociais
ferramenta para obtengdo de tecidos fixados em estudos de anatomia interna,
imunolocaliza

morfometria, citologia € histolo g0 ¢ imunocitoquimica.

gia,

6 - A anatomia € @ morfologid do sistema reprodutor da M. scutellaris
gniﬁcativas, enquanto que © seu sistema nervoso nio

apresentam diferengas si
4veis quando ©

diferencas consider.
Apis.

omparados com a literatura

apresenta

disponivel para o género
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Miosinas da classe V sdo proteinas motoras conservadas, evolutivamente, de
leveduras a vertebrados e que pertencem a uma superfamilia, composta por 15 classes.
Essas proteinas possuem a particularidade de interagirem com Actina e hidrolizarem
ATP para desempenharem suas fungdes. Miosinas, assim como cinesinas e dineinas, so
Motores moleculares responsaveis pelo transporte de organelas e vesiculas ao longo de
filamentos de actina e microtibulos presentes no citoesqueleto. As mutagdes
Cncontradas em Saccharomyces cerevisiae e Mus musculus revelaram a funcio da
Miosina-V no transporte intracelular. Essa proteina ¢ expressa em diversos tipos de
células, sendo especialmente abundante em células nervosas (neur(")nios). Em insetos, o
gene da Miosina-V foi sequenciado em Drosophila melanogaster o mutagdes nesse
gene podem causar letalidade embriondria. Neste trabalho, utilizou-se a técnica de
Western Blot e Imunodetecgio com anticorpos imunopurificados contra dominios
especificos da Miosina-V e também contra a cadeia leve de dineina, uma proteina
associada a Miosina-V, para investigar a presenca dessas proteinas no sistemas nervoso
e reprodutor de uma espécie de abelha brasileira indigena sem ferrdo, conhecida
popularmente como Urugu do Nordeste (Melipona scutellaris Latreille), Qs resultados
obtidos foram comparados entre individuos das castas de operdria e rainha e, também,
no macho. Na segunda parte deste trabalho, realizou-se um estudo anatémico
morfométrico das estruturas pertencentes aos tecidos mencionados acima. Og resultados
foram documentados por meio de fotografia e processamento digital de imagem e,
posteriormente, comparados intra espécie ¢, também, com os dados disponiveis em
literatura para o género Apis. Com 0s ensaios de imunodetecgdo foi possivel constatar a
presenga da Miosina-V em cérebros de operérias, rainhas virgens e machos. A Miosina-
V foi detectada também em sistema reprodutor (ovarios de rainhas virgens), mostrando
que sua presenga ndo se restringe aos tecidos de natur:fa njo ner\'zosa. f:lém didsso, as
cadeias leves de dinefna associadas & Miosina-V também foram imunodetectadas em
sistemas reprodutor € nervoso. Pesquisas como esta abrem u;na :;érie de p ers.p ecfivas
sobre a presenga, papel e importancia ’desse motor br.no ef:u 'ar - Mxosrlfm-v -
contribuindo para o desenvolvimento de areas como alllof]ulmxca, a genética e 3
zoologia, betn como, poSS bilitam a divulgagdo da M. scutellaris (como novo modelo de

. i isco de extingdo, devido a agdo antrépica nas
: — espécie em r1s
estudos de neurobiologia)

diferentes comunidades vegetais.
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Class V myosins are motor proteins that have been described from yeasts to

vertebrates. Myosins, as well as cinesins and dyneins, are molecular motors
responsible for the transport of organ
and microtubules. The Myosin-V is a prot
being especially abundant in neurons. In this study,
(Northeastern Urugu), which is a type of Brazilian indigenous stingless bee in

risk of extinction due to predatory action and devasta
gless bees are responsible for the pollination of 30 to 90% of

elas and vesicles along actin microfilaments

ein expressed in several types of cells,

Melipona scutellaris Latreille

tion of forest areas, has

been chosen. Stin
tropical areas. The obj
Myosin-V and dynein ligh
means of Western Blot us

specific domains of the Myos

ective of this study was investigate the presence of
t chain (DLC) in nervous and reproductive systems by
ing polyclonal antibodies immunopurified against
in-V. The tissues dissected by means of appropriate

instruments were homogeinezed in buther containing ATP and proteases

inhibitors and later on centrifuged @

fractions. The proteins Were then se
denaturate gel and transferre

t 40.000xG, obtaining soluble and particular
parated through eletroforeses in

d to nitrocelulose membrane for

poliacrilamid
e reaction. The Myosin-V of M.

bodies by quimioluminescenc

ed by the antibodies obtain
the analyzed tissues. Another objetive of this study

f the nervous and reproductive system of males,

survey with the anti
scutellaris was identifi
Myosin-V (Gallus gallus) in

was make an anatomic study 0

ed against the vertebrate

cutellaris. The anatomy and the morphology of

virgin queens and workers of M. §
M. scutellaris have presented significant

the reproductive System of the
whereas its nervous S

ompared with the avail

) has not presented considerabl
differences, ystem P ©

differences when ¢

able literature on Apis mellifera.
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TABELA 4 - Conversio de medidas 1o Microscopio Estereoscopio Leica - Wild Typ 308700,

Heerburgg, Switzerland.
|

Aumento Unidade Ocular ,
6.4 1U.0.=0.72 mm |
10 1U.0.=1.01 mm
16 1U.0.=0.61 mm
25 1U0.0.=0.37 mm ;
40 1U.0. = 0.24 mm 1
1

TABELA 5 - Medidas do Didmetro maior das vesiculas seminais dos machos da Melipona scutellaris,
Aumento estercoscopio atilizado: 16, (ver anexo 3, tabela de conversfio para escala em milimetros).

MEDIDA PRIMEIRA  SEGUNDA MEDIDA _ PRIMEIRA SEGUNDA
VESICULA___ VESICULA VESICULA VESICULA
1 0.55 0.5 17 0.7 0.7
2 0.9 0.8 18 0.5 0.5
3 0.9 0.9 19 0.65 0.7
4 0.8 0.8 20 0.65 0.65
5 0.7 0.7 21 0.62 0.6
6 0.8 0.8 22 0.6 0.6
7 0.75 0.8 23 0.6 0.6 !
8 0.65 0.65 24 0.62 0.6
9 0.5 0.55 25 0.6 0.6
10 0.6 0.6 26 0.6 0.6
11 0.65 0.6 27 0.72 0.7
12 0.65 0.65 28 0.7 0.8
13 0.6 0.6 29 0.55 0.7
14 0.6 0.6 30 0.7 0.65
15 0.63 0.7
5 0.5 MEDIA 0.6556

TABELA 6 - Medidas do comprimento dos ovarios atrofiados das operarias da Melipona
scutellaris. Aumento utilizado no microscopio estercoscopio; 16 (ver anexo 3, tabela de

m milimetros).

conversio para escala €
COMPRIMENTO DO OVARIO MEDIDA COMPRIMENTO DO
OVARIO

MEDIDA
1 6.3 12 5.6
2 5.8 13 5.
3 6.7 14 5.7
4 6.1 15 6.7
6 5.0 17 5.0
7 5.5 18 AT
8 5.7 19 5.0
9 5.3 /@/,__5_8,/‘
5.0
5.37

58 MEDIA

\
O
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s do Diametro maior das espermatecas das rainhas virgens de Melipona scutellaris.

TABELA 7 - Medida
ereoscopio: 16 (ver anexo 3, tabela de conversdo para escala em

Aumento utilizado no microscopio est

! milimetros).
MEDIDA ESPERMATECA MEDIDA ESPERMATECA
1 1.0
2 1.0 17 1.1
3 1.2 18 1.15
4 1.1 19 1.2
5 1.15 20 1.0
6 1.15 21 1.1
7 1.05 22 1.1
8 1.05 23 1.2
9 1.0 24 1.1
10 1.1 25 1.15
11 1.1 26 1.0
12 1.1 27 1.1
13 1 28 1.2
14 1.1 29 1.2
15 1.15 30 12
16 1.2 MEDIA 1.11

rainhas virgens ¢ dos machos de Melipona

rebros das operarias,
6 (ver anexo 3, tabela de conversio para

TABELA 8 - Medidas da largura dos cé
Opio estereoscopio: 1

scutellaris. Aumento utilizado no microsc
escala em milimetros).

MEDIDA OPERARIA RAINHA MACHO |
1 6.8 5.0 6.0
2 6.8 5.5 6.0
3 6.7 5.0 5.5
4 6.8 5.3 6.0
5 6.5 5.3 5.6
6 6.4 5.4 5.7
7 6.3 4.3 5.2
8 6.6 52 5.9
9 6.4 53 5.5
10 6.8 53 5.8
11 6.3 53 6.0
12 6.8 5.5 gg

6.5 52 .
ii 6.6 52 59
15 6.2 5.4 5.7
16 6.3 53 6.0
17 6.7 5.1 5.6
18 6.4 5.1 6.2
6.5 5.2 5.8
5.8

19 5.1

20 6.7
6.6 5.23 5.795

MEDIA
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TABELA 9 - Padroes de massa molecular adquiridos da Sigma (SDS - 6H). Além dos polipeptideos
presentes por frasco do produto, foi adicionado calmodulina purificada (16.8 kDa).

Cadeia pesada da Miosina-II de musculo de coelho

205 kDa
116 kDa B-Galactosidase E. coli
97 kDa Fosforilase b de misculo de coelho
66 kDa Albumina bovina
45 kDa Ovoalbumina
29 kDa Anidrase Carbonica de Eritrocito bovino
16.8 kDa Calmodulina

TABELA 10 - Padroes de massa molecular adquiridos da Sigma (SDS — 7B).

o2 macroglobulina

180 kDa

116 kDa B-galactosidase

84 kDa frutose 6 fosfato

58 kDa piruvato quinase
48.5 kDa Fumarose
36.5 kDa lactato desidrogenase
26.6 kDa Triosifosfato isomerase
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