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Resumo 1

1. RESUMO

Apini e Meliponini sdo tribos compostas por espécies de abelhas classificadas como
eussociais avancadas e, portanto, apresentam divisdo de trabalho reprodutivo entre as
castas femininas e complexas adaptagdes comportamentais, adquiridas durante a
evolucdo pelas operarias, para desempenhar as tarefas relativas a manutencao da col6nia.
A capacidade de voar dos adultos destes insetos esta intrinsecamente ligada a maioria de
suas atividades como o v6o nupcial para o0 acasalamento no caso das rainhas e machos e
a exploracdo de novo habitat, fontes de alimentos e estabelecimento de novos ninhos no
caso das operérias. Tanto em pis mellifera, quanto em Scaptotrigona postica, 0 VOO é
realizado por muasculos denominados musculos indiretos do voo por ndo apresentarem
ligacdo direta com as asas. A contracdo desses musculos produz mudancas de volume no
torax e indiretamente, o movimento das asas. O objetivo deste projeto foi realizar
medidas das fibras desse musculo em cada individuo e em cada fase da vida, aplicando
aos resultados teste estatistico apropriado para verificar possiveis diferencas de
desenvolvimento que possam ser relacionadas a funcdo muscular e comparar a ultra-
estrutura e citoquimica da musculatura do voo das castas femininas (rainhas e operarias)
e machos em diferentes fases da vida, tendo em vista as diferengas comportamentais e
fisiologicas entre as classes de individuos das duas espécies. O exame da musculatura do
voo, tanto com microscopia de luz como com microscopia eletrénica de varredura e
transmissdo, mostrou que o arranjo e a morfologia dos feixes musculares e das fibras que
0s compbe sado similares nas duas espécies, no entanto os feixes musculares de

pis mellifera sdo formados por nimero maior de fibras. Medi¢bes das larguras das
fibras mostraram diferengas estatisticamente significante entre as fases da vida dos
componentes das colbnias e entre as espécies. Da mesma forma o exame ultra-estrutural
mostrou que as operarias de ambas as espécies emergem com a musculatura imatura e
que o maior grau de desenvolvimento é observado nas operarias atuando na coldnia
como as nutridoras. Ao contrério do esperado, as operarias forrageiras, que voam para
fora da colbnia, apresentam sinais de degeneracdo muscular, caracterizados por
degeneracdo mitocondrial e falhas nas miofibrilas. Também foi mostrado que as rainhas
e 0s machos emergem com o musculo do véo mais desenvolvido que as operarias e

adquirem a maturidade muscular mais rapidamente. Isto esta relacionado com a pouca
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Resumo 2

idade com que devem realizar o véo nupcial. A citoquimica mostrou depositos eletron-
densos de chumbo, indicativos da atividade da fosfatase acida em algumas regides dos
musculos de ambas as espécies. Os depdsitos apareceram principalmente nas
mitocondrias, mas em alguns casos também no interior das miofibrilas entre os
miofilamentos. Os controles que foram incubados em meio sem o substrato, ndo
apresentaram nenhum deposito de chumbo. Para ATPase a reacdo foi positiva para todas
as classes de individuos estudados manifestando-se nas mitocéndrias e no reticulo

sarcoplasmatico.
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2. ABSTRACT

Apini and Meliponini are tribes composed of species of advanced eusocial bees and
therefore present division of reproductive labor between females and complex
behavioral adaptations, acquired during the evolution by workers, to attend the
responsibilities for the maintenance of the colony. The ability of adults to fly is
intrinsically linked to most of their activities as the nuptial flight for mating in the
case of queens and males and exploitation of new habitat, sources of food and
establishment of new nests in the case of workers. Both in pis mellifera, as in
Scaptotrigona postica, the flight is accomplished by muscles called indirect flight
muscles by not make a direct connection with the wings. The contraction of muscles
produces changes in volume in the torax and indirectly, movement of the wings. The
objective of this project was to perform measurements of muscle fibers from every
individual in every stage of life, applying the appropriate statistical test to results in
order determine possible differences in development that may be related to muscle
function. Alsoo compare the ultra-structure of and cytochemistry of workers, queens
and males flight muscle at different stages of life, with the behavioral and
physiological differences between the classes of individuals of the two species. The
examination of the muscles of the flight, both with light microscopy, and with
scanning and transmission electron microscopy, showed that the arrangement and
morphology of the muscle fibers bundles arrangement is similar in the two species,
however the muscle bundles of pis mellifera are formed by larger number of
musclefibres. Measurements of the width of the fibers showed statistically significant
differences between the life phases of the colonies components and between species.
Similarly the ultra-structural examination showed that workers of both species
emerge with immature muscle and that the greatest degree of development is
observed in workers working in the colony as nurses. Contrary to expectations, the
forager workers, flying out of the colony, show signs of muscle degeneration,
characterized by mitochondrial degeneration and fails in miofibrils. It was also
showed that the queens and males emerge with the flyght muscles better developed
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Abstract 5

than workers and attain total maturity faster. This is related to the early ages with
these individuals fly to mate.The cytochemistry showed electron-dense deposits of
lead, indicative of the activity of the acid phosphatase were found in some
regions of the muscles of both species. The deposits appeared mainly in the
mitochondria, but in some cases also within the miofibrilas, among miofilamentos.
The controls that were incubated in half without the substrate, showed no deposit of
lead. For the ATPase reaction was positive for all classes and phases of studied

individuals, found in mitochondria and sarcoplasmatic reticulum.
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3. INTRODUCAO

3.1. As abelhas

As abelhas eussociais sdo insetos holometabolos que em geral vivem em
grandes col6nias. Numa coldnia, em condi¢Ges normais, existe uma rainha, cerca de
5.000 a 100.000 operaérias e de 0 a 400 zang0es.

As colbnias sdo constituidas por trés classes de individuos adultos com
funcdes especificas, entre os quais é dividido o trabalho colonial. A primeira diviséo
de trabalho refere-se as fungdes reprodutivas e a segunda a de manutencdo da
coldnia: a rainha e 0s machos sao responsaveis pela reproducdo e as operarias pela
manutencdo da colonia.

A rainha é a fémea fértil responséavel pela postura dos ovos, dos quais 0s
fecundados originam fémeas, e os ndo fecundados, machos, por partenogénese. Os
machos tém como funcdo, quase que exclusiva, a fecundacao da rainha. As tarefas
das operarias incluem coleta de alimento, &gua e outros itens necessarios a col6nia,
alimentacdo da cria, alimentacdo da rainha, construcdo dos alvéolos para a cria ou
depdsito de alimento e defesa da coldnia. As operarias sdo fémeas estéreis ou semi-

estéreis.

Fernanda Fernandez Winckler
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A capacidade de voar dos adultos destes insetos esta intrinsecamente ligada a
maioria de suas atividades como o vbo nupcial para o acasalamento no caso das
rainhas e no das operarias para realizarem as tarefas que lhe cabem fora do ninho,
inclusive a procura de lugar para o estabelecimento de novos ninhos. Para 0s machos
0 vOo representa principalmente o deslocamento para os locais de congregacao para
0 acasalamento, ou para a procura da rainha.

As operarias das abelhas eussociais realizam as tarefas de manutencdo da
coldnia de acordo com a maturacéao fisiologica de seus 6rgdos o que corresponde a
um padrédo de divisdo de trabalho conhecido como polietismo etario (HEBLING et
al., 1964; FREE, 1981; NOGUEIRA-NETO, 1997), cuja cronologia pode, no
entanto, ser alterada pelas necessidades da colbnia. Basicamente as tarefas
desempenhadas pelas operarias podem ser divididas em dois conjuntos: as
desempenhadas no interior da colonia que ndo necessitam do véo e as
desempenhadas fora da col6nia, como o forrageio, que o requerem em larga escala.
As tarefas intra-nidais sdo desempenhadas pelas operarias mais jovens e as externas
pelas mais velhas. Geralmente a transicdo das atividades internas para as externas,
numa colbnia de . mellifera com populacéo de operarias com boa distribuicdo etaria
ocorre ao redor dos 25-30 dias. Umas das ultimas tarefas desempenhadas dentro do
ninho é a alimentacdo da cria, feita por operarias entre 18 e 25 dias, chamadas entdo
de nutridoras.

Os machos imaturos permanecem no interior da col6nia e ndo voam,
enquanto os maduros a abandonam e, portanto, voam 0 que acontece
aproximadamente 15 dias ap6s a emergéncia. Da mesma forma as rainhas virgens
levam certo tempo depois da emergéncia, que em . mellifera fica entre 6 e 8 dias
para abandonarem a colonia para realizarem o v6o nupcial (ADADE & CRUZ-
LANDIM, 2004).

O vobo é, portanto, uma atividade que todos os tipos de individuos da col6nia
sO realizam depois de passarem por em certo periodo de maturagdo pds-emergéncia,
0 qual € mais longo nas operarias.

Além das diferencas mencionadas, quanto a atividade do voéo, entre os

individuos das coldnias, existem diferencas comportamentais entre os Apini e
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Meliponini que podem se refletir na organizacdo da musculatura do voo,
especialmente quanto as rainhas e quanto a amplitude do raio de véo das operarias.
Em . mellifera as rainhas podem realizar, depois de certo tempo, outro voo
nupcial, ou sairem com um enxame para fundar uma nova col6nia, portanto, devem
manter a capacidade de voo. Nos Meliponini a rainha depois de fecundada néo
abandona mais a colénia (IMPERATRIZ-FONSECA, 1998). Seu abdome aumenta
muito devido ao desenvolvimento do ovario, j& que a postura dos ovos deve ser
bastante intensa ndo sendo possivel, portanto abandonar o ninho. Nesta fase as
rainhas sdo chamadas de rainhas poedeiras ou fisogastricas (NOGUEIRA-NETO,
1997). Devido as limitacbes impostas pelo grande tamanho do abdome apds o
processo de acasalamento a rainha de S. postica s6 executa um véo nupcial, no qual
se acasala antes de retornar para a col6nia ou fundar uma nova. A fundacéo de novas
colbnias, ndo se da como em . mellifera por enxameagem, mas € liderada por uma
rainha virgem, acompanhada de algumas operarias. A rainha fecundada permanece
na col6nia, mas, embora a rainha dos meliponideos néo realize v00s externos depois
de acasalada, movimenta muito as asas durante o processo de ovoposi¢do. O
acasalamento da rainha de . mellifera se faz no véo a cerca de 10 metros de altura e
0 dos Meliponini, geralmente no chdo. Além disso, a capacidade de vbo das
operarias de . mellifera, isto €é, a distancia de vdo para a procura de alimento é

maior que nos Meliponini.

3.2. O musculo

Os insetos foram os primeiros organismos a alcancarem a capacidade de
voar, isto ha mais de 450 milhdes de anos atrds. O voo, portanto, ndo é apenas
utilizado para a locomogdo, mas para diversas fungdes, como o acasalamento,
captura de presas, defesa. Diversos fatores influenciaram no mecanismo de v6o nos
insetos, dando origens aos mais diferentes tipos de mecanismos de voo (HENKIN
et al., 2004).

Fernanda Fernandez Winckler
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O vo0 nos insetos é alimentado por musculos estriados situados no térax, na
maioria dos dipteros e em algumas outras ordens, o musculo indireto do véo pode ser
considerado um dos mais poderosos musculos no reino animal (JOSEPHSON, 1993;
JOSEPHSON et al., 2000). Nesse tipo de masculo um pequeno aumento da tenséo €
seguido de um estiramento da fibra, isso mostra a habilidade do musculo trabalhar
contra uma forca (PRINGLE, 1965).

A musculatura do voo das abelhas € constituida por dois pares de musculos
assincronicos toracicos: um dorso-ventral e outro antero-posterior. O vbo € realizado
por esses musculos denominados musculos indiretos do vdo por ndo apresentarem
ligagéo direta com as asas.

Em alguns insetos os masculos indiretos do voo sdo auxiliados por musculos
diretos do voo que se inserem em placas e extensdes internas do exoesqueleto de um
lado e de outro na pleura e escleritos axilares das asas. No entanto, nas abelhas estes
musculos estdo ausentes, enquanto 0s musculos indiretos sdo muito desenvolvidos
(GOODMAN, 2003).

Os musculos dorso-ventrais estdo presos dorsalmente ao tegumento e
ventralmente a um apddema enquanto que, 0s antero-posteriores estdo presos as
superficies submediana posterior do primeiro fragma e submediana do mesoescutelo
e a superficie anterior do segundo fragma (DALY, 1969). A contracdo desses
musculos produz mudangas de volume no tdrax e indiretamente 0 movimento das
asas cuja articulacdo, com o exoesqueleto torécico, que se faz através de membranas
articulares contendo resilina, uma proteina muito elastica (SNODGRASS, 1935;
WIGGLESWORTH, 1964; KING et al., 1996; CHAPMAN, 1998). Quando o feixe
antero-posterior se contrai promove o encurtamento do térax e o levantamento das
asas. A contracdo do feixe dorso-ventral achata o térax e promove o abaixamento das
asas.

Os musculos do voo tém também outras fungbes como produzir o zumbido
das operérias que alerta para a realizagdo das mais diversas tarefas, como a coleta de
polen e defesa da colonia (KING et al., 1996).

Os musculos sdo constituidos por unidades menores, as fibras ou células
musculares. A fibra esquelética dos insetos pode ter seu didmetro variando de poucos

micrémetros a mais de um mm e contém indmeros nacleos (SMYTH, 1985).
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Os musculos do voo das abelhas sdo descritos como tendo organizacéo
fibrilar, devido ao fato das miofibrilas estarem aleatoriamente intercaladas com
nacleos. Encontram-se nicleos também no citossol ou sarcoplasma periférico.

Nas abelhas, o masculo do vbéo € assincrénico porque nao se contrai em
sincronia com a chegada de impulsos nervosos. A manutencdo do estado ativo de
fibrilacdo é devido a uma sucessao de pulsos trazidos por nervos-motores, sendo a
taxa de contracdo superior a taxa dos impulsos nervosos ja que a frequéncia de
batimentos € muito grande e seria impossivel a manutencdo desta freqliéncia se cada
impulso nervoso que atingisse o musculo a cada contracéo, exercesse o seu efeito e
decaisse antes que o préximo impulso fosse transmitido (PRINGLE, 1976, SMYTH,
1985; MORTIZ & SOUTHWICK, 1992; QIU et al., 2005; ROBERTS &
ELEKONICH, 2005).

As fibras musculares sdo conectadas individualmente ao exoesqueleto através
da ligacdo com tonifibrilas modificadas presentes nas células epidérmicas, sem a
intervencdo de tecidos conectivos, ou a apddemas cuticulares (os quais substituem o
tenddo de colageno dos vertebrados), formados pela invaginacdo da cuticula do
exoesqueleto, nos locais onde uma conexdo flexivel é requerida (SMYTH, 1985). As
celulas epidérmicas, que na regido da ligacdo dos masculos ao exoesqueleto séo ricas
em microtbulos recebem o nome de "célula tenddo”. Nos contatos das fibras
musculares com as células tenddao as membranas plasmaticas de ambas as células séo
interdigitadas, aumentando a &rea do contato em aproximadamente dez vezes
(CRUZ-LANDIM, 1970) e reforcadas por desmossomos.

A ultra-estrutura do musculo do véo dos insetos, como em outros masculos
estriados mostra uma organizacdo constante e paralela dos miofilamentos nas
miofibrilas e dos outros constituintes celulares, o que determina a subdivisdo
transversal da fibra numa sucessdo de sarcémeros e define o padrdo estriado. As
miofibrilas sdo compostas por moléculas protéicas filamentosas, com propriedades
contrateis: a miosina e a actina. O padrdo repetitivo, de sarcbmeros com 2 a 8um de
comprimento € uma conseqiéncia da disposi¢do separada da actina e da miosina, as
quais se alternam ao longo das miofibrilas (TAYLOR et al., 1989).

O padréo das bandas nos sarcomeros dos musculos das abelhas se assemelha

ao de outros animais. A banda A é caracterizada pela alta ordem molecular da
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miosina, sendo, portanto, anisotropica, enquanto a regido isotropica contendo actina
¢ chamada banda | (SMITH, 1984; SMYTH, 1985). As bandas A e | estdo presentes
em todas as miofibrilas e ao longo de cada fibra, como empilhamento de moedas e
tem localizacdo paralela nas varias miofibrilas. Uma quebra fibrilar ocorre no meio
da banda | onde aparece uma linha fina chamada linha Z. No centro de cada banda A
usualmente também se encontra uma regido de coloracdo clara, a zona H, resultado
da interrupc¢éo da extensdo dos miofilamentos de actina para o interior da banda A.

Além das miofibrilas responsaveis pelas caracteristicas contrateis das fibras
musculares, outras organelas apresentam-se de forma particular nessas células.
Chamam atencdo as mitocondrias que sdo numerosas, volumosas, ricas em cristas e
se dispdem entre as miofibrilas. O reticulo sarcoplasmatico é do tipo liso e seus
tibulos envolvem cada miofibrila. A membrana plasmatica tipicamente apresenta
invaginagcdes que formam tabulos que adentram a célula a quase 90° com a
superficie, formando o sistema T. Esses tubos acoplam-se a tubos do reticulo
sarcoplasmatico ao redor das miofibrilas formando diades, as quais tém localizacéo
caracteristica em cada tipo muscular. O sarcoplasma apresenta ribossomos,
polirribossomos, glicogénio e lipidios e ocupa o espago deixado pelas mitocondrias e
pelo reticulo entre as miofibrilas.

Devido as caracteristicas especiais das células musculares, as organelas
celulares receberam dos primeiros pesquisadores denominacao prépria. A partir da
palavra “sarco” que significa carne ou mdsculo, a membrana plasmatica foi
denominada sarcolema, o reticulo endoplasmatico, reticulo sarcoplasmatico e o
citossol, sarcoplasma. Essas denominacdes sdo frequentemente encontradas na

literatura.

3.3. Fosfatases nos musculos

As fosfatases acidas sdo enzimas histoliticas intracelulares localizadas
principalmente nos lisossomos e que exercem sua acdo na digestdo intracelular de
componentes endogenos e exogenos. Entretanto, hd uma enorme variedade de
fosfatases acidas, amplamente distribuidas nos tecidos animais (PEARSE, 1960;

CHAYEN et al., 1973), provavelmente agindo ndo somente na digestdo intracelular
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ligada a processos regressivos, mas também na diferenciacdo e na secregédo celular
(CRUZ-LANDIM et al., 2000).

A fosfatase acida tem sido muito usada como indicadora de atividade litica
nas celulas. As fosfatases acidas, nas celulas, encontram-se inicialmente segregadas
do citossol, no interior de lisossomos e exercem sua fun¢do, como hidrolases, no
interior do compartimento endossémico. Livres no citoplasma séo indicadoras de
autolise celular (SKELTON & BOWEN, 1987). Portanto, a degeneracdo e morte
celular foram associadas a presenca de fosfatase acida livre e em atividade no
compartimento endossémico, em hemdcitos e glandulas salivares de insetos
(ARMBRUSTER et al., 1996) e na glandula salivar de Calliphora erythocephala
(BOWEN, 1993).

Estudos sobre a diferencia¢do dos musculos do véo durante a metamorfose da
espécie Melipona quadrifasciata feitos por Giometti e Cruz-Landim (1990)
acompanharam a degeneracdo de alguns musculos esqueléticos tordcicos da larva.
Nestes musculos, poucos lisossomas foram observados e ndo foi verificada a
presenca de fosfatase acida nos musculos em reabsor¢cdo. Também nao foi detectada
claramente fagocitose dos fragmentos musculares pelos hemdcitios locais durante a
metamorfose e miogénese dos masculos do v6o, nem a presenca de fosfatase acida
nessas celulas.

Os varios estudos feitos sobre o papel das enzimas hidroliticas e dos
lisossomos no metabolismo dos insetos, particularmente durante a metamorfose e
envelhecimento celular (LOCKSHIN, 1969), utilizando microscopia de luz tem
mostrado que a acdo da fosfatase nem sempre esta presente. Investigacdes mais
recentes tém usado a localizacdo ultra-estrutural das enzimas histoliticas para
vizualizar nas organelas as quais elas estdo atuando, em varios tipos de abelhas
(JIMENES & GILLIAM, 1990; CAVALCANTE, 2002; REGINATO & CRUZ-
LANDIM, 2002).

A adenosinotrifosfatase (ATPase) por outro lado é uma fosfatase que atua
liberando energia do ATP para vérias atividades celulares que a requerem, inclusive
para a contragdo muscular. O “timing” da contragdo na maioria dos musculos
esqueléticos é controlado pelo “input” de nervo para musculo, o qual despolarizacéo

as membranas acionando a liberacdo do célcio do reticulo sarcoplasmatico. O
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aumento na concentracéo do Ca®* entre a miofibrilas atua na contraco inicial através
de sua acdo sobre a ATPase que constitue a parte pesada das moléculas de miosina.
Entretanto, o muasculo do vbo de varios insetos é diferente j& que a contragdo é
assincronica, isto €, até certo ponto independe da chegada de um estimulo nervoso
para que cada contracdo se realize, ou seja, um mesmo estimulo nervoso desencadeia
uma série de contracdes. Apesar disso a presenca do Ca®* ainda é bastante
necessaria (PRINGLE, 1965) pois sua acdo na catalise do desdobramento do ATP é
indispensavel.

O calcio sozinho ndo € suficiente para ativar o0 mecanismo de contracdo do
musculo do v6o nos insetos. O mecanismo responsavel por essa ativagdo também
permite a manutencdo do movimento durante o véo (THORSON & WHITE, 1969,
1983; LUND et al., 1987). Assim a expectativa € que a localizacdo da atividade
ATPésica possa fornecer informacao sobre a contracéo deste tipo de musculo.
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4. OBJETIVOS

Diante das informacdes anteriores, e dada a importancia econdmica das
abelhas em questdo para a agro-economia e para a preservacdo de varias espécies
vegetais, principalmente sob o ponto de vista da polinizacdo, mas também da
producdo de material alimentar ou medicamentos como mel, geléia real, prépolis,

etc., o presente estudo teve como objetivos principais:

(a) Realizar medidas das fibras musculares em cada classe de individuo componente
da colénia e em cada fase da sua vida, para verificar possiveis diferencas de
desenvolvimento da musculatura do véo, relacionaveis a funcdo dos individuos da

colbnia;

(b) Comparar a ultra-estrutura da musculatura do véo das castas femininas (rainhas e
operarias) e machos de pis mellifera e Scaptotrigona postica em diferentes fases da

vida, tendo em vista as diferencas entre as castas, sexos e espécies;

(c) Utilizar testes citoquimicos que permitiam verificar variacdes na funcdo e na

integridade muscular, nas diferentes fases da vida dos individuos estudados.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. MATERIAL

Para o desenvolvimento do presente estudo foram utilizadas operarias recém-
emergidas, nutridoras e campeiras, rainhas virgens e fecundadas, machos recém-
emergidos e maduros para 0 acasalamento de Scaptotrigona postica € pis mellifera.
Os exemplares foram coletados nas colonias do Instituto de Biociéncias da UNESP
de Rio Claro, Séo Paulo.

Os individuos recém-emergidos foram coletados no momento da emergéncia,
isto é, ao sairem dos alvéolos de cria, e os demais segundo as tarefas que
desempenham na coldnia. Assim, operérias nutridoras foram capturadas enquanto
alimentavam a cria ( pis mellifera) ou abasteciam células de cria
(Scaptotrigona postica) e campeiras quando retornando a coldnia, as rainhas
fecundadas quando estavam realizando postura e os machos maduros quando prontos
para o0 acasalamento.

Os exemplares, depois de anestesiados por resfriamento, tiveram seus torax
separados do restante do corpo, seccionados em placa de Petri para exposi¢do dos
feixes musculares, contendo solucéo fisiologica para insetos (NaCl 7,5 g/L, Na;HPO,4
2,38 g/L e KH,PO4 2,72 ¢g/L; pH 7.2) para serem posteriormente submetidos as
diferentes técnicas de estudo.
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5.2. METODOS

Os métodos de preparacdo do material destinaram-se sempre ao exame por

microscopia de luz e eletrénica de transmisséo.

5.2.1. MICROSCOPIA DE LUZ

A microscopia de luz visou principalmente preparar o material para exame da
morfologia do musculo e para morfometria.

Os torax separados do restante do corpo das abelhas foram fixados em
Paraformaldeido 4% em tampéo fosfato de Sodio 0,1M, pH 7,4 durante 24 horas.
Posteriormente, as pecas foram desidratadas em banhos de 15 minutos cada em série
de etanol de 70 a 95% e transferidas para a histo-resina Leica para embebicao, onde
permaneceram por 24 horas. A inclusdo foi realizada na mesma histo-resina
contendo catalizador de polimerizacdo e os blocos, depois de polimerizados em
estufa (37°C) foram seccionados em micrétomo Leica RM 2145.

As secgdes com 4 um de espessura foram recolhidas em laminas de vidro,
secadas em estufa a 37°C e coradas com Hematoxilina de Harris durante 10 minutos,
lavadas em agua corrente por 5 minutos para ocorrer a “viragem” do corante e, a
seguir, coradas com Eosina aquosa durante 5 minutos. Ap6s nova lavagem em agua
corrente para retirada do excesso do corante, as [dminas foram secas a temperatura
ambiente e montadas em Bélsamo do Canada para a observacdo e documentacéo

fotografica.
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5.2.2. MORFOMETRIA

A largura das fibras musculares foi medida, em cortes longitudinais do
musculo utilizando o programa Leica Qwin. Os resultados foram submetidos ao teste
de Tukey para comparacdo das medidas das larguras das fibras. Em cada individuo
foram medidas as larguras de cinco fibras musculares. Em cortes transversais das
fibras foram medidos os diametros das miofibrilas. Foram tomadas medidas em trés

fibras e em cada uma delas mensuradas dez miofibrilas.

Figura 01 — Foto ilustrando como foram tomadas as medidas das larguras das fibras

musculares.
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5.2.3. MICROSCOPIA ELETRONICA

Foram feitas preparacdes de rotina e citoquimica para microscopia eletrénica de
transmissdo (M.E.T.). A microscopia eletronica de varredura (M.E.V.) visou o estudo

da disposicdo dos feixes musculares no torax.

5.2.3.1. Microscopia Eletronica de Varredura (M.E.V.)

Foram feitos varios cortes do tdrax: longitudinais frontais, sagitais e
transversais. O torax assim cortado foi fixado em solucdo de Karnovsky (1965) por
24h e desidratado em concentragdes crescentes de acetona (70-100%) por 5 minutos
cada. O material foi levado ao ponto critico para substituicdo da acetona por CO»,
colado em suporte de aluminio, onde recebeu banho de ouro, e posteriormente, foi

examinado ao Microscopio Eletrénico de Varredura M.E.V. PHILIPS 505.

5.2.3.2. Microscopia Eletronica de Transmissdo (M.E.T.)

Os feixes musculares foram dissecados e fixados em solucdo Karnovisky
(1965) (Glutaraldeido 2%, Paraformaldeido 4% em Tampdo Cacodilato de Sédio
0,1M, pH 7,2) por duas horas. Depois de lavadas em tampdo, duas vezes, as pecas
foram pos-fixadas em Tetroxido de Osmio 0,5% e Ferrocianeto de potassio 0.8%
em Tampé&o Cacodilato de Sodio 0,1M, pH 7,2. Em seguida a retirada do excesso de
fixador através de lavagens no Tampéao por 15 minutos, as amostras foram deixadas
por 3 horas em uma solucdo aquosa de &cido tanico 0.15%. A contrastacdo foi
realizada em bloco deixando o material durante a noite em acetato de uranila a 2%

em alcool 10%.

A desidratacdo foi realizada em serie crescente de acetonas (50% a 95%) e
100% duas vezes, com duragdo de 5 minutos cada. Logo aps6s, o material foi
colocado em mistura de acetona e resina (1:1) onde permaneceu por 12 horas. O

material foi incluido em resina pura contendo catalisador e colocado em estufa a
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60°C por um periodo de 24 horas. Depois de polimerizados, os blocos foram
seccionados em ultra-micrétomo. As seccBes foram coletadas em grades de cobre e
passaram por contraste com acetato de uranila e citrato de chumbo durante 45 e 10
minutos, respectivamente. As grades foram observadas ao Microscopio Eletronico de

Transmissdo PHILIPS, onde se procedeu também a documentacao fotografica.

5.2.4. FOSFATASE ACIDA

Os feixes de musculo foram fixados em solucdo de Karnowisky a 4°C em pH
7,2 durante 1 hora. A seguir, passaram por trés lavagens de 10 minutos cada em
solucdo tampdo Acetato de Sédio 0,1M, em pH 4,8.

Metade do material foi incubada durante 45 minutos a 37°C em meio contendo
p-nitrofenilfosfato (10mg), Tampdo Acetato de Sodio pH 4,8 (10ml) e Acetato de
Chumbo (10mg). A outra metade (controle) foi incubada sem o substrato (p-
nitrofenilfosfato). Logo em seguida o material foi lavado em Tampé&o Cacodilato de
Sédio 0,1M pH 7,2 por 30 minutos.

A pos-fixacao foi realizada em Tetroxido de Osmio 1% em solugio Tampao
Cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2 durante 2 horas, a temperatura ambiente, no
escuro. Posteriormente, o material passou por mais duas lavagens de 10 minutos cada
no tampéo.

A desidratacdo e inclusdo foram realizadas como descrito anteriormente.
Depois de polimerizados, os blocos foram seccionados em ultra-micrétomo. As
seccOes foram coletadas em grades de cobre e examinadas sem prévia constrastagao
para melhor verificagdo do resultado da reacdo. Algumas grades passaram por
contraste com acetato de uranila e citrato de chumbo durante 45 e 10 minutos,

respectivamente para facilitar a obtencéo do registro fotografico.
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5.2.5. ADENOSINOTRIFOSFATASE (ATPase)

Os masculos foram fixados em solugdo de Glutaraldeido 2% em Tampdao
Cacodilato de Sddio pH7,4 em geladeira por aproximadamente 24 horas. Em
seguida, foram feitas trés lavagens em Tampdo Cacodilato de Sodio pH 7,4 com 7%
de Sacarose por 15 minutos cada lavagem.

O material ficou estocado “overnight” a 4°C em Tampao Cacodilato de Sédio
0,IM pH 7,4 com 7% de sacarose. Na seqiiéncia foram lavadas cinco vezes em
Tampdao Tris-Maleato 0,05M pH 9,0 com 5% de sacarose.

Parte do material foi incubado durante 30 minutos a 37°C com agitagdo em meio
contendo Trifosfato de Adenosina 1mM; Tampé&o Tris-Maleato 80mM pH 8,2 com
8% de Sacarose; solucdo de Cloreto de Célcio 3mM e Citrato de Chumbo 3mM. A
outra parte foi incubada em meio sem o trifosfato de Adenosina.

Apos a incubacgdo as pecas foram lavadas duas vezes por 10 minutos cada
em Tampdo Tris-maleato 0,05M pH 9,0 com 5% de sacarose. Em seguida, lavados
novamente por trés vezes em Tampdo Cacodilato de Sédio 0,1M pH 7,4 com 7% de
sacarose durante 10 minutos cada.

A pos-fixacéo foi realizada em Tetroxido de Osmio 1% em solucio tamp&o
cacodilato de sodio 0,1M durante 2 horas, a temperatura ambiente. Posteriormente, o
material passou por mais duas lavagens de 10 minutos cada no tampéo.

Antes da desidratacdo, os muasculos foram lavados em alcool 10% durante
15 minutos. A desidratacdo, inclusdo e corte seguiu 0s mesmo procedimentos
anterirores. As grades foram inicialmente observadas sem prévia contrastacdo e

posteriormente constrastadas para fotografia.
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6. RESULTADOS

6.1. Histologia

A anatomia e histologia geral do musculo do véo de Scaptotrigona postica e
pis mellifera € semelhante para ambas as especies. Ambos os feixes, antero-
posteriores e 0 dorso-ventrais, sdo formados por fibras musculares gigantes
(Figura 2A). As fibras sdo multinucleadas, estriadas, apresentam secgéo
aproximadamente circular e o0s numerosos nucleos encontram-se distribuidos
aleatoriamente entre as miofibrilas e na periferia da fibra (Figura 2B). Uma
membrana envoltdria correspondente ao perimisio, mas muito delicada e acelular
esta presente, em torno de cada feixe muscular, mas nao hé tecido conjuntivo do tipo
presente nos vertebrados separando uma fibra da outra. As fibras ficam unidas entre
si por ramificagcOes traqueais e lamelas de substancia intercelular amorfa. Os feixes
antero-posteriores sdo constituidos por aproximadamente 4 dezenas de fibras
musculares em S. postica. Esse nimero é maior em . mellifera, mas nao foi
contado.

Nos cortes longitudinais das fibras musculares de operarias recém-emergidas,
visualizam-se as miofibrilas intercaladas com ndcleos pequenos. Comparando-se
fotos de fibras das duas espécies, S. postica (Figura 3A) e . mellifera (Figura 3B),
no mesmo aumento do microscopio, é clara a diferenca na largura,

consideravelmente maior em . mellifera. A mesma diferenca de largura pode ser
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observada nas operarias nutridoras, quando comparadas sob mesmo aumento. Em

. mellifera (Figura 4A) é tdo grande que ndo é possivel delimitar a fibra no campo
da foto enquanto em S. postica (Figura 4B) é possivel visualizar os limites das fibras,
ilustrando a diferenca de tamanho. Também nestas se observam os pequenos nucleos
alongados entre as miofibrilas. Comparando estas figuras com as 3 A, B, que estdo
com 0 mesmo aumento, é possivel perceber que as operarias nutridoras de ambas as
espécies apresentam fibras musculares mais espessas que as operarias recém-
emergidas.

Operérias campeiras também apresentam a mesma distribuicdo das
miofibrilas com os ndcleos intercalados entre elas e na periferia (Figura 5A). Os
ramos traqueais, que unem as fibras aparecem como lacunas entre as miofibrilas
devido a sua parede ser muito fina (Figura 5B).

Em aumentos maiores é possivel visualizar as miofibrilas, tanto nos cortes
longitudinais (Figura 6 A, D), onde se percebem nitidamente os sarcomeros, 0s quais
sdo curtos, separados pelas linhas Z, como nos cortes transversais (Figura 6B), onde
0 sarcoplasma que preenche seus intervalos é perceptivel. As mitocéndrias, muito
numerosas, podem também ser observadas entre as miofibrilas (Figura 6C).

Nas rainhas e machos a organiza¢do dos musculos e das fibras musculares é
em tudo semelhante as operarias. As miofibrilas sdo espessas e em cortes transversais

das fibras sdo perfeitamente visiveis.

6.2. Morfometria

A orientacdo das pecas para a obtencdo de cortes perfeitamente transversais
revelou-se tarefa muito dificil. Devido ao percurso diagonal dos feixes na maioria
dos cortes as fibras apresentaram-se obliquas. Por isso optou-se por fazer medidas
das larguras das fibras ao invés do diametro. Fibras em cortes transversais,

geralmente poucas por musculo, foram utilizadas para medidas das miofibrilas.
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6.2.1. Operarias

Foram medidas as larguras das fibras dos feixes dorso-ventral da musculatura
do voo de operarias recém-emergidas, nutridoras e campeiras de pis mellifera e
Scaptotrigona postica em cortes longitudinais. Os resultados mostraram que em
operarias recém-emergidas de pis mellifera a média do didmetro das fibras € 150pum
e em Scaptotrigona postica a media do diametro € 120 um. Nas nutridoras a média é
de 181um para pis mellifera e 180um para Scaptotrigona postica, portanto o
crescimento das fibras desta uUltima espécie entre as fases é bem maior. Nas
campeiras a média é 175um e 170um para pis mellifera e Scaptotrigona postica,
respectivamente (Figura 8), mostrando que o decaimento em S. postica é também
maior. O teste de Tukey mostrou que estes valores sdo, dentro das especies,
significativamente diferentes ao nivel de 5%, sendo que as maiores larguras foram

encontradas nas operarias nutridoras de ambas as espécies.

6.2.2. Rainhas

As larguras das fibras musculares do feixe dorso-ventral do masculo do vdo

foram medidas em rainhas virgens recém-emergidas e fecundadas em postura de
. mellifera e S. postica. A média da largura das fibras na rainha virgem de S. postica
foi de 141um (mais espessas que nas operarias) e na rainha fecundada da mesma
espécie de 177um (menos espessa que nas operérias) (Figura 7). Ja nas rainhas
virgens de . mellifera as fibras apresentaram média de 180 um e a rainha fecundada
de 190um, tdo espessas como as das operarias. O teste de Tukey mostrou que as
diferencas sdo estatisticamente significativas ao nivel de 5% entre as fases da vida

das rainhas.
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6.2.3. Machos

As fibras musculares dos machos recém-emergidos, sexualmente imaturos,
de . mellifera e S. postica apresentaram respectivamente larguras médias de 137um
e 120um, enquanto nos ja maduros para o acasalamento, as médias foram de 172um
e 142um (Figura 7). Também neste caso o teste estatistico mostrou que a espessura

das fibras € significativamente maior nos machos maduros em ambas as espécies.

6.2.4. Miofibrilas

O diametro das miofibrilas (Tabela 1) nas duas espécies apresentou
crescimento das operarias recém-emergidas para as campeiras, sem que, contudo, as
diferencgas fossem significativas. As rainhas tendem a ter miofibrilas mais espessas
em . mellifera, mas 0 mesmo ndo se verifica em S. postica.

As rainhas fecundadas e o0s machos maduros também apresentaram

miofibrilas mais espessas que os individuos recém-emergidos.
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Figuras

Figura 02 — A. Corte transversal do feixe muscular (fm) dorso-ventral do
musculo indireto do v6o de Scaptotrigona postica, vendo-se a disposi¢cdo das
fibras musculares (setas). Barra = 100um B. Detalhe de corte transversal de uma
fibra (fm) muscular feixe dorso-ventral do mdsculo indireto do voo de pis
mellifera, vendo-se as miofibrilas intercaladas com os nucleos (setas).Barra =
20pm.
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Figura 03 - Corte longitudinal de fibras do feixe muscular de operarias recém-
emergidas, mostrando as fibras musculares. A. Fibra (Fm) de operaria recém-
emergida de Scaptotrigona postica. B. Fibra (Fm) muscular de operaria recém-
emergida de  pis mellifera. setas = nucleos; tr = traquéias. Barras = 20um
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Figura 04 - Corte longitudinal das fibras musculares (Fm) de operéarias
nutridoras. A. Fibra muscular (Fm) de Scaptotrigona postica vendo-se as
miofibrilas constituintes. B. Fibra muscular (Fm) de pis mellifera, vendo-se
também as miofibrilas. Barras = 20 pum.
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Figura 05 — Seccdo longitudinal das fibras musculares de operarias campeiras.
A. Fibra muscular (fm) de Scaptotrigona postica com detalhes dos nudcleos (setas).
tr = traquéias. B. Fibras musculares (fm) de pis mellifera notando-se as traquéias
(tr) entre elas. Barras =20 pm
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Figura 06 - Detalhe das miofibrilas de Scaptotrigona postica. A. Miofibrilas de
operarias nutridoras (mf) intercaladas pelos nucleos (setas). Notam-se
constituintes das miofibrilas e sarcoplasma. Barra = 10um B. Corte transversal,
vendo-se detalhes das miofibrilas e do sarcoplasma. Barra =10um. C. Corte
longitudinal de uma fibra de operaria nutridora mostrando mitocondrias entre as
miofibrilas (setas). Barra = 20um. D. Corte longitudinal da miofibrila de operéaria
campeira, onde se notam o0s nucleos (setas) intercalados e a estriacdo das

miofibrilas. Barra = 20um.
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Figura 07 - Grafico mostrando espessura média de fibras do feixe dorso-ventral da
musculatura do véo de operarias, rainhas e machos de pis mellifera e
Scaptotrigona postica em diferentes fases da vida. Letras diferentes indicam
diferenca estatistica ao nivel de 5%.
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Tabela 01 - Média dos didametros das miofibrilas dos individuos com diferentes
idades e excercendo diferentes funcdes nas colbnias de Scaptotrigona postica e

pis mellifera.
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ESPECIES FASE DA VIDA DIAMETRO
. mellifera Operaria recém-emergida 2.4um
. mellifera Operaria nutridora 2.7um
. mellifera Operaria campeira 2.9um
. mellifera Macho recem-emergido 3.1um
. mellifera Macho maduro 3.5um
. mellifera Rainha Virgem 3.0pm
. mellifera Rainha Fecundada 3.2um
S. postica Operaria recém-emergida 2.1um
S. postica Operaria nutridora 2.3um
S. postica Operaria campeira 2.6um
S. postica Macho recém-emergido 2.9um
S. postica Macho maduro 3.1um
S. postica Rainha Virgem 2.4um
S. postica Rainha Fecundada 2.7um

Fernanda Fernandez Winckler
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6.3. MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MLE.V.)

O corte transversal do torax (Figura 8A) mostra a disposicdo dos feixes
musculares dorso-ventrais, 0os quais se fixam ao tegumento, que funciona como
exoesqueleto, e ndo as asas. O corte longitudinal mostra a disposicdo do feixe
antero-posterior e como ele se fixa posteriormente ao primeiro fragma e
anteriormente ao escutelo (Figura 8B).

Tanto o feixe dorso-ventral como o antero-posterior é formado por fibras
gigantes, formadas por numerosas miofibrilas (Figura 8C) As fibras em cortes
transversais apresentam seccdo circular tendendo a ser poligonais devido a sua
compactacdo no feixe.

Nas figuras 8A e 8B vé-se bem a membrana acelular que envolve os feixes
que correponderia ao perimisio.

Detalhamento do feixe muscular (Figura 8C) mostra as varias fibras
componentes do feixe e auséncia de tecido de preenchimento entre elas. Células
intersticiais que aparecem na figura 8C sdo provavelmente hemdcitos ou células do
corpo gorduroso. O detalhamento de uma fibra permite ver as miofibrilas e alguns
componentes que preenchem 0s espacos entre elas, provavelmente mitocondrias
(Figura 8D).

6.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (M.E.T.)

6.4.1. Aspectos ultra-estruturais gerais

As fibras do musculo do voo das espécies estudadas sdo espessas e contém
numerosas miofibrilas com nucleos, mitocondrias e pouco reticulo endoplasmatico
intercalados. Os sarcOmeros sdo curtos e quase totalmente ocupados pela banda A.
A banda | é muito curta (Figura 9A, D). As mitocbndrias aparecem grandes e
numerosas, contendo muitas cristas, as vezes enoveladas e com matriz elétron-densa
(Figura 9B,C,D). Os nucleos séo alongados, distribuem-se tanto entre as miofibrilas
como na periferia das fibras e apresentam heterocromatina condensada em blocos

(Figura 9A,B). O reticulo endoplasméatico liso encontra-se no sarcoplasma,
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juntamente com ribossomos e glicogénio (Figura 9B,D) em quantidades variaveis e
com distribuicdo que depende das idades. Ramos traqueais penetram por
invaginagdes da membrana plasmatica, por longas distancias, para o interior da fibra
(Figura 9A). Os miofilamentos, nas miofibrilas apresentam relagéo 1:6, ou seja, um
filamento de miosina para 6 de actina (Figura 9C). O glicogénio apresenta-se em
particulas do tipo B e é encontrado tanto no sarcoplasma (Figura 10 A,B) como entre
os miofilamentos, na banda A (Figura 9D).

O masculo do vbo prende-se diretamente ao exoesqueleto (Figura 11A)
através de células tenddo, as quais séo células epidérmicas modificadas (Figura 11B).
Estas células estdo firmemente ligadas a cuticula por reforcos na membrana
plasmatica. A superficie de contato com a cuticula é aumentada pela penetracdo de
“espiculas” desta por invaginacdo da membrana plasmatica apical das células. A
superficie de contato com o musculo também é aumentada por interdigitacdes das
membranas plasmaticas contactantes. O contato é reforcado por estruturas
semelhantes a desmossomos.

Geralmente ndo se encontram terminagcfes nervosas nesses musculos, ou
estas sdo muito raras. Nas preparagdes da musculatura de operarias ndo foram vistas,

e nas rainhas raramente.

6.4.2. Aspectos ultra-estruturais particulares

6.4.2.1. Operarias

O que mais chama a atencdo no musculo do véo das operérias recém-
emergidas tanto de pis mellifera (Fig. 12A, B) quanto em Scaptotrigona postica
(Fig. 12C, D) sdo as mitocondrias, as quais ndo estdo ainda completamente
desenvolvidas. Em . mellifera apresentam-se maiores e esféricas (Figura 12A, B) e
em S. postica a0 mais alongadas, pequenas e pobres em cristas (Figura 12C, D). No
entanto, as miofibrilas também se apresentam mais delgadas em vista disso a
quantidade de sarcoplasma e de reticulo endoplasmatico entre elas parece maior. A
cromatina no nicleo apresenta-se dispersa e granulos de glicogénio, principalmente

em S. postica aparecem dispersos no sarcoplasma (Figura 12C).

Fernanda Fernandez Winckler
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Nas operarias nutridoras de Scaptotrigona postica (Figura 13A, B, C) é
notdvel o aumento no tamanho das mitocondrias em relacdo as operarias recem-
emergidas, 0s quais por sua vez passaram a apresentar muitas cristas e matriz
elétron-densa. As miofibrilas das operarias nutridoras também se apresentam mais
desenvolvidas com aumento na sua espessura conforme mostrou a morfometria. Em
conseqliéncia a quantidade de sarcoplasma e de reticulo parece reduzida (Figura
13A, B, C). Nesta fase ndo se observa glicogénio nas fibras.

Nas operarias campeiras de S. postica (Figura 14A, B, D) o glicogénio
aparece no sarcoplasma, na proximidade das mitocéndrias as quais sdo volumosas, e
entre os miofilamentos (Figura 14A). Porém nesta fase da vida algumas mitocondrias
encontram-se em processo e degeneracdo (Figura 14A, B), mostrando matriz elétron-
transparente e cristas desarranjadas. Os nucleos nesta fase apresentam massas
esféricas, irregulares, de cromatina condensada (Figura 14 A, C).

Em . mellifera verificam-se as mesmas alteracbes morfologicas entre as
fases, embora 0 aumento de tamanho das mitocondrias ndo pareca tdo acentuado,
Visto que estes ja sd0 maiores nas operarias recém-emergidas. A degeneracao
mitocondrial nesta espécie também ndo é tdo caracteristica, mas algumas apresentam

as cristas enoveladas no interior dando-lhe o aspecto de figuras mielinicas.

6.4.2.2. Rainhas Virgens

Nas rainhas “virgens” de S. postica € . mellifera h& muito glicogénio sob a
forma de particulas B no sarcoplasma e entre as miofibrilas (Figuras 15 A, B). Estéo
presentes muitas mitocéndrias integras e volumosas e em algumas fibras as
miofibrilas se apresentaram irregulares e com algumas falhas nos miofilamentos.
Embora ndo seja comum a presenca de terminagcfes nervosas nas fibras do musculo
do voo de abelhas, em rainhas estas foram observadas com certa freqliéncia (Figura
15C).

Fernanda Fernandez Winckler
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6.4.2.3. Rainhas Fecundadas

A ultra-estrutura da musculatura do voo de S. postica e . mellifera nas
rainhas fecundadas revelou caracteristicas semelhantes as rainhas virgens de ambas
as espécies. No entanto, as rainhas fecundadas apresentam fibras com nucleos
pequenos com cromatina condensada, as mitocondrias muito volumosas, algumas
com indicios de degeneracdo e o glicogénio é praticamente inexistente. Os
miofilamentos também se apresentam irregulares evidenciando falhas nas
miofibrilas. Nas rainhas fecundadas de . mellifera a quantidade de mitocéndrias que
se apresenta em processo degenerativo € menor e h& proporcionalmente mais
miofibrilas com miofilamentos bem preservados (Figura 16A, B). No entanto, as
figuras mielinicas em na figura 16A correspondem a degeneracdo mitocondrial. O
glicogénio que aparecia em grande quantidade nas rainhas virgens, ndo foi visto na

musculatura das fecundadas.

6.4.2.4. Machos

Os machos recém emergidos, tanto de . mellifera (Figura 17A) quanto de
S. postica (Figura 17B) apresentam as miofibrilas ainda pouco desenvolvidas com
algumas mitocondrias esparsas no sarcoplasma, embora grandes, bem maiores que
das operarias na mesma fase, mas menores que as das rainhas. Os machos maduros
de . mellifera (Figura 17C) e S. postica (Figura 17C) apresentam miofibrilas
visivelmente mais desenvolvidas e mitocondrias maiores. Em . mellifera as
mitocondrias apresentaram sinais claros de degeneracdo, com forte desarranjo das
cristas, ja em S. postica as mitocondrias ndo apresentaram desorganizagédo
mitocondrial. N&o foi observada a presenca de glicogénio em nenhuma fase. A

cromatina nuclear nos machos maduros aparece muito condensada (Figura 17D).
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Figura 08 — M.E.V. da musculatura do V6o de pis mellifera. A. Corte transversal
do térax mostrando a posicdo dos feixes dorso-ventrais (DV) e antero-posterior (AP).
es = escutelo. Barra = 1 mm. B. Corte sagital mostrando as fibras do musculo
antero-posterior. me = membrana que envolve os feixe muscular; es = escutelo.
Barra = 0,5 mm. C. Fibras musculares (fm) mostrando a interligacdo por finas
ramificacdes traqueais (setas). ci = células intersticiais. Barra = 300 um. D. Grande
ampliacdo da fibra muscular cortada transversalmente, vendo-se as miofibrilas (mi) e
provaveis mitocondrias (setas simples) e reticulo (setas duplas) entre elas. Barra =

10pm.
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Figura 09 - M.E.T. mostrando aspectos gerais da musculatura do véo de
pis mellifera e Scaptotrigona postica. A. Corte longitudinal de fibra muscular
vendo-se 0s sarcOmeros curtos (sc), nucleo (n); mitocdndrias (m), traqueiola (tr) e
vesiculas do reticulo sarcoplasmatico (rel). mi = miofibrila. Barra = 1,6um. B. Corte
obliquo de fibra muscular vendo-se a disposi¢do das mitocondrias (m) e reticulo (rel)
como espaco claro ao redor das miofibrilas (mi). Barra = 1,3um C. Ampliacdo do
corte transversal mostrando o arranjo hexagonal dos miofilamentos de actina em
torno dos de miosina (setas). Notar diade (di) formada por uma vesicula do reticulo
sarcoplasmatico e uma do sistema T. m = mitocdndria. Barra = 0,8um. D. Corte
longitudinal mostrando glicogénio entre os miofilamentos (seta simples) e no

sarcoplasma (seta dupla). mi = miofibrila; m = mitocéndria. Barra = 1,3um.
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Figura 10 - M.E.T. do mulsculo do vbéo de operdria campeira em
Scaptotrigona postica.  A. Corte obliquo das fibras musculares, mostrando
glicogénio entre os miofilamentos (setas) e no sarcoplasma ao redor das mitocéndrias
(gl). mi = miofibrilas; m = mitocondria. Barra = 0,6um. B. Corte longitudinal da

miofibrila (mi) mostrando glicogénio (gl) no sarcoplasma ao redor das mitocondrias
(m). Barra =0,8um
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Figura 11 — Ligacdo do musculo ao exoesqueleto. A. M.E.V. mostrando que as
fibras musculares (fm) prendem-se individualmente ao tegumento (t). Barra =
0,5mm. B. M.E.T. vendo-se a célula tenddo (ct), nesta fase rica em glicogénio (gl).
Notar espiculas (e) de cuticula (c) penetrando através de invaginagdes da membrana
plasmatica apical e os reforcos (setas) na membrana apical da célula tenddo. Notar
interdigitacdes das membranas da célula tendao e da fibra muscular (f) e a presenca

de desmossomos (d) nesses contatos. Barra = 1,3um.
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Figura 12 - M.E.T. do musculo do v6o de operarias recém-emergidas. A e B. Corte
longitudinal e transversal, respectivamente da fibra muscular de pis mellifera
vendo-se as mitocdndrias (m) pequenas e com poucas cristas e reticulo
endoplasmatico liso (rel). mi = miofibrilas. Barra = 1,3um, 1,2um, respectivamente.
C e D. Corte longitudinal e transversal, respectivamente de Scaptotrigona postica,
vendo-se mitocondrias pequenas (seta dupla) e alongadas, o nudcleo (n) com
cromatina dispersa e grande quantidade de sarcoplasma (sc). mi = miofibrilas; m =

mitocondria. Notar as particulas de glicogénio (seta simples). Barra = 1,3um, ambas

Fernanda Fernandez Winckler
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Figura 13 — M.E.T. da musculatura do v6o de operaria nutridora. A e B. Fibras
musculares de Scaptotrigona postica vendo-se as miofibrilas (mi) mais espessas e
as mitocondrias (m) grandes e com muitas cristas ocupando quase todo o
sarcoplasma entre elas. tr = traqueiola; mi = miofibrilas; m = mitocondria. Barra =
1,6um, 1,3um, respectivamente. C. Corte longitudinal de . mellifera vendo-se as
miofibrilas (mi) bem estruturadas, mostrando sarcomeros (Sc) bem definidos e as
mitocondrias (m) também bem estruturadas. Notar a banda | (I) muito curta. Barra =

1,3um.
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Figura 14 — M.E.T. do musculo do vdo de operaria campeira Scaptotrigona postica.
A. Mostrando sinais de degeneracdo mitocondrial (md) e nacleos (n) com cromatina
(cr) muito condensada. Barra = 1,6um. B. Notar mitocéndria degenerada (md) e
normal (m). gl = glicogénio; Barra = 1,6pum. C. Corte transversal da fibra mostrando
algumas falhas de miofilamentos nas miofibrilas (setas). n = ndcleo; cr = cromatina
condensada; m = mitocondria. Barra = 0,7um. D. Corte longitudinal, no qual é
possivel vizualizar os depostitos de glicogénio (gl) e bem visivel a Banda | (I).

Barra = 1,3um.
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Figura 15 - M.E.T. de células musculares de rainhas virgens. A. Rainha virgem de
Scaptotrigona postica mostrando mitocondrias (m) pequenas e grande quantidade de
glicogénio (seta dupla) no sarcoplasma e entre as miofibrilas. Barra = 1,3um. B. e C.
Rainha virgem de pis mellifera vendo-se em A mitocondria (m) ja completamente
desenvolvidas e pouco glicogénio (seta dupla) e em C falhas nas miofibrilas (setas) e

inervacao (ne) da fibra. Barra =1,3um, 1,6um, respectivamente.
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Figura 16 - M.E.T. de celulas musculares de rainhas fecundadas de
Scaptotrigona postica (A) e pis mellifera (B). Notar em A a formacdo de figuras

mielinicas (setas) a qual ndo corre em B. mi = miofibrilas; m = mitoc6ndria.
Barras = 1,3um.
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Figura 17 — M.E.T. de machos de pis mellifera e Scaptotrigona postica. A. Macho
recém emergido de pis mellifera mostrando miofibrilas ainda pouco desenvolvidas
(mi) com algumas mitocéndrias (m) esparsas. Barra = 1,2um. B. Macho recém-
emergido de Scaptotrigona postica, também com as miofibrilas (mi) pouco
desenvolvidas e mitocondrias (m) esparsas. Barra = 0,5um. C. Macho maduro de
pis mellifera com as miofibrilas (m) visivelmente mais desenvolvidas e
mitocondrias (m) maiores e também com sinais claros de degeneracdo. Barra =
1,5um. D. Macho maduro de Scaptotrigona postica. As mitocondrias estdo em maior
ndmero e a miofibrila (m) mais desenvolvida. Cromatina (cr) muito condensada.

Barra = 1,2um.
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6.5. CITOQUIMICA

6.5.1 FOSFATASE ACIDA

Depoésitos eletron-densos de chumbo, indicativos da atividade da fosfatase
acida foram encontrados em algumas regides dos musculos de ambas as espécies. Os
depdsitos apareceram principalmente nas mitocondrias, mas em alguns casos
também no interior das miofibrilas, entre os miofilamentos. Os controles que foram
incubados em meio sem o substrato, ndo apresentaram nenhum depoésito de chumbo
(conforme o esperado), mostrando que os depdsitos negros observados, formaram-se
por acdo da atividade fosfatasica sobre o substrato fornecido, precipitando o chumbo.

Nas operarias recém-emergidas de ambas as espécies ndo foi constatada a
presenca de reacdo positiva. As operdrias nutridoras de . mellifera apresentaram
reacao positiva principalmente nas miofibrilas na altura da banda I (Figura 18A). Os
musculos do controle ndo apresentaram nenhum tipo de marcacao tipica de atividade
da fosfatase (Figura 18B) confirmando a natureza dos depoésitos observados na figura
18A. Nas operarias campeiras a reacdo positiva, deu-se principalmente na banda A
(Figura 19C), onde foi bem branda e nas mitocondrias. O material controle nédo
apresentou nenhuma marcacao tipica dessa reagdo (Figura 18D).

A musculatura dos machos recém-emergidos de ambas as espécies
apresentou auséncia de reacdo positiva (Figura 19A) e nos machos maduros de

.mellifera apareceram marcadas as mitocOndrias, bastante afetadas, e regides
proximas do sarcoplasma (Figura 19B). As miofibrilas (Figura 19C), e 0s espagos
intercelulares (Figura 19D) apareceram marcados em machos maduros.

Nas rainhas virgens de . mellifera ndo foi detectada reacao positiva (Figura
20A), mas esta estava presente nas fecundadas, em postura. Nestas os depdsitos de
chumbo apareceram nas mitocondrias (Figura 20B). Em rainhas virgens de S. postica
também ndo foi verificada reacdo positiva (Figura 20C), enquanto nas rainhas

fecundadas a marcagéo aparece nas miofibrilas (Figura 20D).
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6.5.2.. Adenosinotrifosfatase (ATPase)

Nas operarias recém-emergidas de . mellifera reacdo positiva para ATPase
aparece no reticulo endoplasmatico (Figura 21A). Em S. postica reagdo positiva fraca
foi encontrada nas mitocondrias, visivel s6 quando o exame foi feito com grande
aumento (Figura 21B).

As operarias nutridoras de ambas as espécies também apresentaram reagao
positiva com marcacao no reticulo endoplasmatico e nas mitocondrias (Figura 22A,
B, C, D). Nas operarias nutridoras de . mellifera apenas o reticulo mostrou reaco
positiva (Figura 22A, B) e em S. postica 0 reticulo e as mitocondrias (Figura 22C,
D).

Nas operarias campeiras de S. postica 0s granulos elétron densos
correspondentes a reacdo ATPA&sica positiva aparecem principalmente nas
mitocondrias, mas também no reticulo (Figura 23 A,B).

Nos machos maduros de . mellifera e S. postica a reacdo para ATPase
manifestou-se no reticulo sarcoplasmatico e nas mitocéndrias. Em . mellifera a
figura 24A mostra o que pode ser um canal do sistema T positivo e na figura 24B
mostra o perfil do reticulo sarcoplasmatico também positivos, além de granulos nas
mitocondrias. Em S. postica a reagdo positiva nas mitocondrias apareceu difusa na
matriz (Figura 24C) e no reticulo endoplasmatico ao redor das miofibrilas
(Figura 24 D).

Nas rainhas fecundadas a reacdo no reticulo sarcoplasmatico foi vista em

. mellifera (Figura 25A) e em S. postica de maneira fraca (Figura 25C, D). Reacéo
nas mitocondrias sé foi vista em . mellifera onde aparece sob a forma de granulo na
matriz (Figura 25B)
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Figura 18 — Microscopia Eletronica de Transmissdo da Musculatura do V6o de
pis mellifera. Reacdo para Fosfatase Acida. A. Operérias nutridoras mostrando
reacdo positiva (seta) nas miofibrilas na altura da Banda A. mi = miofibrila;
m = mitocbndria. Barra = 0,4um. B. Operaria nutridoras mostrando auséncia de
marcagdo positiva no controle. mi = miofibrilas. Barra = 0,6um. C. Operarias
campeiras vendo-se reacao positiva nas mitocondrias (seta simples) e nas miofibrilas
(setas de ponta dupla). mi = miofibrilas; m = mitocéndria.Barra = 1,5um. D.
Auséncia de marcacdo postiva no controle. mi = miofibrilas; m = mitocondria.

Barra = 1,5um.
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Figura 19 - Reacdo para Fosfatase Acida na musculatura do véo de
pis mellifera. A. Macho recém-emergido mostrando auséncia de reacdo. n = nlcleo;
mi = miofibrila. Barra = 0,4um. B. Reacdo fortemente positiva nas mitocondrias
(m) e sarcoplasma adjacente (setas). Barra = 0,5 um. C. Reagdo positiva em
miofibrilas (seta) na regido da banda A. mi = miofibrila. Barra = 0,5 um D. Reacao
positiva no espago intercelular (seta). mi = miofibrila; m = mitocdndria.

Barra = 0,7 pum.
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Figura 20 — Reacdo para Fosfatase Acida na musculatura do véo de rainhas.
A. Auséncia de reacdo positiva para rainha virgem de pis mellifera.
mi = miofibrilas; m = mitocondria. Barra = 0,5 um. B. Rainha fecundada de
pis mellifera, notar reacdo positiva fraca nas mitocondrias (setas). mi = miofibrilas;
m = mitocondria. Barra = 0,7 um. C. Rainha virgem de Scaptotrigona postica.
Musculatura ndo mostra reacdo para enzima. mi = miofibrilas. Barra = 0,5 um. D.
Reacdo positiva em rainha fecundada de Scaptotrigona postica representadas pelas

setas. mi = miofibrilas; n = nacleo.Barra = 0,4 um.
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Figura 21 — Reacdo para ATPase na musculatura do véo. A. Musculatura do véo de
operaria recém-emergida de pis mellifera vendo-se reacdo positiva em vesicula do
reticulo (seta). mi = miofibrila. Barra = 0,5um. B. Musculatura do véo de operéria
recem-emergida de Scaptotrigona postica com marcacdo fraca nas mitocondrias

(setas) so visivel com grande aumento. mi = miofibrila Barra = 0,10um.
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Figura 22 — Reacdo para ATPase na musculatura do voo. A. e B. Operérias
nutridoras  pis mellifera vendo-se reacdo positiva no reticulo (setas). mi =
miofibrila; m = mitocondria. Barras = 0,5um. C. e D. Operarias nutridoras de
Scaptotrigona postica, vendo-se em C reacgdo fraca nas mitocondrias (setas) e em D
reacdo no reticulo (cabeca de seta) e mitocondrias (seta). mi = miofibrila; m =

mitocondria. Barras = 0,8 um.
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Figura 23 — Reacdo para ATPase na musculatura do voo de operarias campeiras de
Scaptotrigona postica.Nendo-se em A e B reacdo nas mitocéndrias (setas) e no
reticulo (cabega de seta). mi = miofibrila; m = mitocéndria. Barras A = 0,8um; Barra
B=0,6 um.
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Figura 24 — A e B. Reacdo para ATPase em machos de pis mellifera. C e D.
Reacdo para ATPase em machos de e Scaptotrigona postica .Notar reacdo positiva
nos tabulos do sistema T (seta) em A. Em B a reacgdo positiva aparece no reticulo
sarcoplasmatico (setas) e mitocéndrias (seta dupla). Em C a positividade parece
estar difusa na matriz mitocondrial (seta) e em D ao redor das miofibrilas, ou seja, no
reticulo sarcoplasmatico (setas). mi = miofibrila; m = mitocdndria; tr = traquéia.
Barras: A =0,8um; B =0,8um; C =1,6 um; D = 2,5um.
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Figura 25 — Reacdo de ATPase nas rainhas fecundadas de pis mellifera e
Scaptotrigona postica. A e B. Reacgdo para ATPase em rainhas de . mellifera. Em
A reacdo positiva no reticulo sarcoplasmaético (sr). Em B a reagdo também aparece
positiva no reticulo sarcoplasmatico (seta) e nas mitocondrias (seta). C e D. Reacédo
fraca no reticulo sarcoplasmatico (setas). mi = miofibrilas; m = mitocondria. Barras:

A. = 0,8um; B. Barra = 0,5um; C. Barra = 0,5um; D. Barra = 0,25um
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7. DISCUSSAO

7.1. Operarias

Nas abelhas, as operarias executam maior variedade de tarefas do que a
rainha e machos, sendo assim distintas morfologicamente destes. No que diz respeito
as operarias, estudos feitos em . mellifera mostram que as tarefas realizadas na
coldnia, ou seja, divisdo de trabalho entre elas obedece a uma seqiiéncia de acordo
com a idade do individuo (FREE, 1981; WINSTON, 1987), o politeismo etéario.
Estudos realizados com vérias espécies de meliponineos, entre elas S. postica
mostraram comportamento semelhante das operarias (HEBLING et al., 1964,
SIMOES & BEGO, 1979). Relacionada a essas tarefas, as varias classes de
individuos presentes nas coldnias das abelhas eussociais e as diferentes fases da sua
vida tém requerimentos de voo diferentes em razdo da idade e das funcBes que
desempenham na coldnia.

Quanto as operarias, sdo as campeiras ou forrageiras as que voam para fora
da coldnia. Passam a executar essa tarefa, em colénias com populacédo equilibrada, ao
redor dos 20-25 dias. As tarefas anteriores séo realizadas no interior da colonia e ndo
necessitam de v0o. A Ultima tarefa realizada no interior do ninho é relacionada com a
cria, desde o trabalho de construcdo dos alvéolos para a postura de ovos pela rainha,
como alimentar as larvas em . mellifera, ou aprovisionar os alveolos com alimento
para estas nos meliponineos. Nesta fase as operarias recebem o nome de nutridoras.
Esta é também a fase em que as operarias se preparam fisiologicamente para as

atividades fora da coldnia e algumas trabalham como guardas ou fazem véos
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externos de reconhecimento. Entdo, é de se esperar uma musculatura mais
desenvolvida, com muita oxigenacdo do que nas operarias recém-emergidas.

Os resultados de morfometria mostraram um aumento na largura da fibra
muscular, demonstrando realmente um maior desenvolvimento nesta fase. Da mesma
forma a ultra-estrutura mostrou um grande aumento no tamanho das mitocondrias e
no nimero de cristas. E nestas organelas que ocorrem as reacdes oxidativas que
geram a energia necessaria para a atividade muscular, o que explica seu crescimento.
O aumento no numero de cristas esta também relacionado a producdo de energia,
visto que a cadeia de transporte de elétrons relacionada aos citocromos se localiza em
suas membranas. Outra evidéncia da preparacdo da musculatura para sustentar o v6o
das operarias campeiras, nesta fase que pode ser considerada de transicdo, € o
acumulo de glicogénio, o qual vai fornecer a glicose para a producdo do ATP
(trifosfato de adenosina) nas mitocondrias.

Essa funcdo do glicogénio justifica sua presenca na proximidade das
mitocondrias e nas miofibrilas. A reacdo para adenosinotrifosfatase apresentou
positividade nas mitocéndrias geralmente sob a forma de granulos na matriz. Neste
caso pode representar uma reserva inativa. Somente nos machos maduros de
S. postica a reagdo se apresentou difusa na matriz, condicdo mais condizente com o
estado funcional da enzima.

Quando as operarias se tornam campeiras vao realizar trabalhos externos a
coldnia, e irdo forragear para obtencdo do néctar, pélen, portanto tarefas relacionadas
diretamente com atividades para as quais o0 v6o € necessario. A morfometria mostrou
tanto para . mellifera como para S. postica que a espessura das fibras nesta fase é
levemente menor, embora sem significado estatistico as miofibrilas sejam mais
grossas. Além disso, a ultra-estrutura mostrou que a musculatura apresenta alguns
aspectos de regressao. Como mitocondrias com cristas desorganizadas e matriz
elétron-transparente e falhas na estrutura das miofibrilas, aparentemente devido a
perda de miofilamentos.

O inchamento das mitocondrias e desarranjo das cristas pode ser sinal do
colapso do potencial transmembrana que ocorre nos processos de degeneracdo e
morte celular. Neste caso algumas mitocondrias estariam perdendo a seletividade das

trocas com o sarcoplasma o que afetaria sua funcdo de produzir energia para as
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funcbes celulares. Como dito anteriormente, as campeiras séo individuos que estdo
em processo de envelhecimento e em tarefas nas quais ficam sujeitas a predagéo, por
estarem fora do abrigo da col6nia. A degeneracdo muscular pode ser vista como uma
reducdo da taxa de investimento do organismo. Por outro lado, como esta
musculatura esta sendo intensamente utilizada, um desgaste é esperado o qual ndo
seria mais recomposto devido a idade em que o individuo ja se encontra.

Essa degeneracdo muscular, no entanto, parece depender pouco da atividade
fosfatasica. A reacdo para esta enzima parece meio irregular, ora se apresentando nas
miofibrilas ora nas mitocondrias e na maior parte dos casos em fraca positividade. A
morfologia mostra que mitocondrias sdo as estruturas mais afetadas nas fibras
musculares das operarias campeiras, portanto esperava-se ai a maior reacdo, o que
ndo se verifica. No entanto se a inativacdo das mitocondrias depende de alteracdo do

potencial de sua membrana externa, explica-se a auséncia ou fraca reatividade.

7.2. Rainhas

Em S. postica as rainhas virgens, recem-emergidas, ndo saem da colbnia
(SIMOES & BEGO, 1979), e também néo realizam nenhuma outra tarefa, podem
permanecer na colonia sem sofrer hostilidades por tempos relativamente longos na
presenca da rainha mée da col6nia até que a substituam ou vao fundar novo ninho.
Em . mellifera a rainha virgem € a Unica rainha na coldnia e num prazo de 6 a 8
dias deve sair para véo nupcial. A musculatura das rainhas virgens é, portanto menos
desenvolvida quando comparada com as rainhas fecundadas da mesma espécie como
mostrou a morfometria e a ultra-estrutura. No entanto, sofre uma maturacdo rapida,
talvez pelo fato de que a rainha ja deve ter sua musculatura madura para o véo
nupcial por volta do 6° dia de vida adulta. Por esse mesmo motivo as rainhas recém-
emergidas ja ttm mitocéndrias maiores e mais ricas em cristas que as operarias na
mesma fase, as quais levam de 20 a 25 dias para sair da colonia. A necessidade maior
de voo pelas rainhas virgens faz com que as mitocondrias e o didmetro das
miofibrilas aumentem mais rapidamente que nas operarias e que encontrem nesta

fase depositos de glicogénio no sarcoplasma e entre os miofilamentos.
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Em concordancia com a ndo degeneracdo da musculatura do voo nas rainhas
fecundadas estd o fato de que estas apresentam também menos alteracGes
mitocondriais que as operarias campeiras.

Em . mellifera a rainha depois de fecundada ainda é capaz de voar e pode
fazer mais de um voo nupcial. Nos meliponideos as rainhas depois de fecundadas
ndo tornam a sair da col6nia, isto €, ndo realizam mais voos externos. Seu abdome
fica grandemente desenvolvido, j& que a postura dos ovos deve ser bastante intensa,
impedindo o vbdo. Nesta fase as rainhas sdo chamadas de rainhas poedeiras ou
fisogastricas (NOGUEIRA-NETO, 1997). Devido as limitacBes impostas pelo
grande tamanho do abdome apds o processo de acasalamento a rainha de S. postica
SO0 executa um voo nupcial no qual se acasala antes de retornar para a colénia ou
fundar uma nova. A fundacdo de novas colbnias em . mellifera da-se por
enxameagem, ou seja, a rainha mae da col6nia sai com um séquito de operérias &
procura de novo local para se estabelecer. Nos meliponineos as operarias preparam
antecipadamente o nucleo que a rainha recém-fecundada ocupara.

Dadas essas circunstancias esperava-se que a musculatura da rainha de

. mellifera fosse conservada integra na rainha fecundada, mas que na rainha
fecundada de S.postica que permanece na colnia, a musculatura sofresse regresséo.
Pelo contrario, a regressdo ndo ocorreu e a espessura das fibras aumentou. A
explicacdo pode estar no fato de que embora a rainha dos meliponideos nao realize
voos externos depois de acasalada, movimenta muito as asas durante o processo de
ovoposicdo (KERR, 1990). Este comportamento pode justificar a ndo degeneracgéo
muscular.

Nas rainhas de . mellifera o didmetro das fibras também é maior nas rainhas
fecundadas do que nas rainhas virgens. Portanto, apesar do comportamento diferente
em ambas as espécies, a musculatura comporta-se da mesma forma, ndo ha sinais de
degeneragéo.

A fosfatase acida nas rainhas aparentemente diferente das operarias revelou-
se com o papel de enzima histolitica, por estar ausente nos individuos jovens e
presente nos com idade mais avancada com localizagao correspondente aos locais em

que a ultra-estrutura mostrou alteracdes degenerativas, ou seja, nas mitocondrias e
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nas miofibrilas. As diferengas observadas com relacédo as idades e fases da vida das
rainhas seriam entdo, relacionadas ao envelhecimento do musculo.

Nas rainhas das duas espécies, as diferencas estdo relacionadas as idades e
condicdes fisiologicas destas, além das diferencas da atividade muscular. Reagéo
positiva s6 apareceu nas rainhas fecundadas, sendo que em . mellifera foi vista nas
mitocondrias e em S.postica nas miofibrilas. Quanto a reacdo para ATPase manteve-
se mais ou menos 0 mesmo padrdo das operdrias, apenas ficou mais nitida a reacédo
positiva no reticulo endoplasmatico a qual apareceu preenchendo trechos deste e néo

sob a forma de granulos como nas operérias.

7.3. Machos

Os machos recém-emergidos também apresentaram mitocondrias maiores e
com mais cristas do que as operarias nessa fase, apesar de em . mellifera S0 estarem
prontos para 0 v6o nupcial quando tém 12 a 15 dias de vida adulta. Os machos
maduros ndo apresentam grandes diferencas ultra-estruturais quando comparados
com 0s recém-emergidos.

O surpreendente foi o resultado da reacéo da fosfatase nos machos maduros
pelo fato de a ultra-estrutura ndo ter mostrado alteracbes de sua musculatura.
Contudo a reacdo positiva nos espacos intercelulares parece indicar que o proprio
meio, ou seja, a hemolinfa esta alterada.

Os melhores resultados para ATPase foram obtidos nos machos maduros para
0 acasalamento onde foi possivel observa-la preenchendo o reticulo sarcoplasmatico
entre as mitocondrias ou ao redor dos miofibrilas e no sistema T. Nas mitocondrias
de . mellifera continuou aparecendo sob a forma de granulos, que foram
considerados depositos da enzima, mas em S. postica aparecem difusa na matriz,
talvez sob a forma ativa.

Esperava-se que a reacdo para ATPase, ocorresse em todos individuos na
banda A das miofibrilas que é onde essa enzima se encontra nos musculos e que
fosse tanto mais intensa quanto maior a atividade muscular.A musculatura do véo

das abelhas apresenta taxas metabodlicas altamente variaveis (HARRISON &
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FEWELL, 2002) e muito provavelmente os presentes resultados refletem mais essa
caracteristica que a atividade muscular.

Em resumo: o fato do desenvolvimento da musculatura do véo nas abelhas
apresentar estreita relagdo com as atividades que as diferentes classes de individuos
desempenham na coldnia sugere que as mudangas nela ocorridas encontram-se sob
0s mesmos controles que determinam as mudancas de estado e de funcdo desses
individuos. As mudancas de funcdo nas abelhas, principalmente nas operéarias esta
em boa parte sob controle hormonal, frequentemente do horménio juvenil. Alguns
trabalhos mostraram a acdo deste hormdnio sobre a atividade de voo dos machos
(GIRAY & ROBINSON, 1996; TOZETTO et al., 1997). Neste sentido é esperado
que o desenvolvimento dessa musculatura sofra efeitos ambientais e das condicdes

da coldnia da mesma forma que todas as atividades desempenhadas pelas abelhas.
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8. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos podem ser tiradas as seguintes conclusoes:

1) A musculatura do v6o das abelhas eussociais, tanto em pis mellifera
como em Scaptotrigona postica apresenta a mesma constituicdo, e € formada por
dois pares de musculos toracicos, assincronicos: um dorso-ventral e outro antero-
posterior. O vdo ¢é realizado por esses musculos denominado musculos indiretos do
vbo. Quando o feixe antero-posterior se contrai promove o0 encurtamento do térax e o
levantamento das asas. A contracdo do feixe dorso-ventral achata o torax e promove

0 abaixamento das asas.

2) O padrdo anatdbmico e histolégico geral do muasculo do vbéo de
Scaptotrigona postica e  pis mellifera € 0 mesmo para ambas as espécies. Ambos 0s
feixes, antero-posterior e o dorso-ventral, sdo formados por fibras gigantes, que por
sua vez contem numerosas miofibrilas e nucleos distribuidos aleatoriamente entre

elas e na periferia da fibra, caracterizando a morfologia designada como fibrilar.
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3) As operéarias recem-emergidas, tanto de pis mellifera como de
Scaptotrigona postica tém as fibras da musculatura do v6o com menor largura
quando comparadas com as outras classes de operarias. Nas rainhas e machos
verifica-se 0 mesmo mostrando que o musculo estd ainda imaturo, fato confirmado

pela utra-estrutura.

4) A musculatura das operarias encontra-se mais desenvolvida nas nutridoras
apresentando maior espessura das fibras musculares, revelando-se pronta para a

necessidade do v0o da fase seguinte de campeira.

5) O musculo do v6o das rainhas e machos amadurece mais rapido que o das
operarias caracterizando a necessidade de vbo mais precoces nesses individuos

principalmente nas rainhas.

6) O musculo do vbo das operarias campeiras apresenta sinais de involucdo o
que ndo acontece nas rainhas e nos machos, pelo menos de maneira tdo acentuada.
Neste caso também o fato esta relacionado a funcdo dos individuos. No caso especial

do macho que morre apds o acasalamento ndo ha como observar degeneracao.

7) Nas operérias campeiras bem como nas rainhas virgens ha a presenca de
glicogénio nas fibras musculares mostrando que este carboidrato esta disponivel nas

fases de maior demanda de energia.

8) A reacdo positiva para fosfatase parece ter significado diferente nas
operarias onde parece ligada ao metabolismo muscular e nas rainhas onde parece

denotar envelhecimento.

9) A reacdo para ATPase, quando positiva nas mitocéndrias e no reticulo sob
a forma de granulos parece estar inativa. Quando preenchendo trechos do Iimen do

reticulo ou difusa na matriz mitocondrial pode estar ativa.
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PERSPECTIVAS PARA NOVOS TRABALHOS

Os presentes resultados mostram que, como acontece com outros 0rgaos das
abelhas, a fisiologia da musculatura do véo adapta-se as funcGes que as classes de
individuos desempenham nas espécies ou na sociedade. Isto faz desse tecido um
modelo importante para o estudo de como o ambiente ou as mudancas de funcbes
podem afetar os orgaos envolvidos em seu desempenho. Varios estudos realizados
com as abelhas eussociais tém mostrado que a composicao estaria das operarias na
coldnia pode afetar o desenvolvimento de glandulas exdcrinas e até a expressao
génica no cérebro dessa casta. Seguindo essa linha de investigacdo seria interessante
verificar como se comportaria a musculatura manipulando-se a distribuicéo etaria das
operarias de meia idade, ou todas as camperias.

Esses estudos poderiam ser feitos em nivel utra-estruturais ou de estudos da

expressao protéica por eletroforese bidimensional.
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