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Resumo

As abelhas sdo consideradas as mais importantes no processo de polinizacdo. As
abelhas das espécies Trigona spinipes e Tetragona clavipes sdo abelhas sem ferrdo que
sdo encontradas em quase todo o territorio nacional e sdo polinizadores de diversas
espécies vegetais. O presente trabalho teve como objetivo identificar o perfil
eletroforético de esterases das fases de desenvolvimento de T. spinipes e T. clavipes.
Foram coletadas abelhas operarias, pupas de cores de olhos diferentes e pré-pupas das
duas espécies, provenientes de duas colénias no municipio de Palotina-PR. Apds a
separacgdo e estocagem foi realizada a eletroforese PAGE, de cada operéria foi retirada
cabeca/térax, as pré-pupas e as pupas foram utilizadas inteiras, as eletroforeses foram
realizadas no sentido vertical em gel de poliacrilamida a 10% para Trigona spinipes e
8% para Tetragona clavipes. Na espécie Trigona spinipes foram detectadas oito regides
de atividade esterasica, a EST-1, EST-2, EST-3, EST-4 e EST-5 foram encontradas nas
adultas, pupas de olho preto, vermelho, rosa e branco, e nas pré-pupas. A EST-6 foi
observada apenas nas pupas de olho branco. A EST-7 foi detectada somente em extratos
de pré-pupa. EST-8 foi encontrada na adulta e em todas as fases de pupas. Na espécie
Tetragona clavipes foram detectadas sete regifes de atividade da esterase. A EST-1,
EST-2 e EST-3 estavam presentes nas pupas de olho branco e preto. A EST-4, EST-5 ¢
a EST-6 foram detectadas nas pré-pupas, pupas de olho branco e pupas de olho preto. A
EST-7 foi observada em pré-pupas e pupas de olho branco. As duas espécies
apresentaram perfis esterasicos diferentes entre algumas fases de desenvolvimento.

Palavras-Chave: Isoenzimas; Eletroforese; Esterases; Desenvolvimento.

Abstract

Biochemical characterization of Trigona spinipes (Fabricius, 1793) and Tetragona
clavipes(Fabricius,1804) (Hymenoptera, Apidae, Meliponini).
Bees are considered the most important in the pollination process. The bees of
the species Trigona spinipes and Tetragona clavipes are stingless bees that are found in
almost all the national territory and are pollinators of diverse vegetal species. The

present work had as objective to identify the electrophoretic profile of esterases of the
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stages of development of T. spinipes and T. clavipes. Worker bees, pupae of different
eye colors and pre-pupae of the two species were collected from two colonies in the
county of Palotina-Parana. After separation and storage, PAGE electrophoresis was
performed, head / thorax was removed from each worker, pre-pupae and pupae were
used whole, electrophoreses were performed vertically on 10% polyacrylamide gel for
Trigona spinipes and 8 % for Tetragona clavipes. In the specie Trigona spinipes, eight
regions of esterase activity were detected, EST-1, EST-2, EST-3, EST-4 and EST-5
were found in adults, black, red, pink and white pupae, and pre-pupae. EST-6 was
observed only in the white-eyed pupae. EST-7 was detected only in pre-pupal extracts.
EST-8 was found in adult and all phases of pupae. In the Tetragona clavipes species
seven regions of esterase activity were detected. EST-1, EST-2 and EST-3 were present
in white and black eye pupae. EST-4, EST-5 and EST-6 were detected in the pre-pupae,
white-eye pupae and black-eye pupae. EST-7 was observed in pre-pupae and white-
eyed pupae. The two species presented different esterasic profiles between some stages
of development.

Keywords: Isoenzymes; Electrophoresis; Esterases; Development.

INTRODUCAO

A reproducdo de muitas espécies vegetais depende da polinizacdo através de
insetos, passaros e morcegos, 0s insetos ainda sdo os principais polinizadores, entre 0s
insetos, as abelhas solitarias e sociais fornecem a maior parte da polinizacdo nos
ecossistemas naturais e manejados, por causa de suas adaptacbes morfologicas para a
coleta de polen, sdo consideradas os polinizadores mais eficientes. Apesar do crescente
reconhecimento de seu importante papel na polinizagéo, a populacdo e a diversidade de
abelhas esta diminuindo devido a perda de habitat causados pelas mudangas no uso da
terra, aumento da monocultura e os impactos negativos de pesticidas e herbicidas.
Durante os Gltimos anos estamos enfrentando uma “crise de polinizagao”, em alguns
paises, a demanda de polinizacdo esta aumentando, na mesma propor¢éo que a oferta de
polinizadores esta diminuindo (ABROL, 2012).

As abelhas sem ferrdo sdo os polinizadores de 40% a 90% das arvores nativas

dependendo do local onde vivem. Portanto, essas abelhas sdo de extrema importancia na
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reproducéo e na diversidade dos habitats (MICHENER, 2007). De acordo com Duarte et
al., 2016, a tribo Meliponini sdo os mais importantes polinizadores do Continente
Americano, ja que, em grandes partes da América tropical as espécies dessa tribo, sdo as
mais comuns, e enfatizam que o desmatamento e as construcoes civis estdo fazendo com
que essas abelhas desaparecam. Em muitos paises, as populagdes de abelhas naturais ja
foram seriamente reduzidas pela atividade humana (MICHENER, 2007).

As abelhas apresentam quatro fases de desenvolvimento, embrionaria, larval,
pupal e adulta. As caracteristicas morfologicas e fisiologicas das abelhas séo distintas
em cada uma das fases de desenvolvimento, assim, a necessidade metabdlica também
varia em cada fase de desenvolvimento, onde algumas enzimas podem apresentar
atividades diferentes nas diferentes fases. Entre as enzimas do metabolismo
intermediario podemos destacar as esterases, que participam de varios processos do
organismo dos insetos (RUVOLO-TAKASUSUKI, 1994; RUVOLO-TAKASUSUKI et
al., 2009)

As esterases sao um grupo de enzimas hidroliticas altamente polimérficas e
multifuncionais. Nos mamiferos e nos insetos esse grupo € dividido em quatro classes
com base em suas sensibilidades a trés grupos de inibidores, sendo essas classes as
acetilesterases, as arilesterases, as carboxilesterases e as colinesterases que incluem as
acetilcolinesterases e as pseudocolinesterases. A variabilidade eletroforética das
esterases tem sido utilizada em estudos de resisténcia a inseticidas, respostas a
flutuacBes ambientais, estudos populacionais dinamicos, estagios de desenvolvimento e
diferenciacdo genética. Estas enzimas tém acdo relevante no desenvolvimento dos
insetos, pois apresentam variagbes qualitativas e quantitativas durante seu
desenvolvimento. As necessidades metabolicas mudam durante o desenvolvimento,
portanto certos genes estdo ativos e outros inativos nas diferentes fases da vida, dessa
forma, varios tipos de proteinas sdo formadas conforme a necessidade durante a
diferenciacdo e metamorfose (BITONDI; MESTRINER, 1983; MILLER; NOVAK,
1983; HEALY; DUMANCIC; OAKESHOTT, 1991; GIGLIOLLI; LUCENA;
LAPENTA, 2011; MARTINS-PARRA et al., 2016)

O presente trabalho teve como objetivos identificar o perfil eletroforético de

esterases de Trigona spinipes e Tetragona clavipes e de suas fases de desenvolvimento,
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bem como a realizacdo de uma comparacao do perfil de esterases das diferentes fases de

desenvolvimento das espécies.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Abelhas

Dentro da ordem Hymenoptera estdo alojadas além das vespas e das formigas, as
abelhas. As abelhas pertencem a familia Apidae onde sdo reconhecidas sete subfamilias,
51 tribos e 27 subtribos. Dessas sete subfamilias, cinco ocorrem no Brasil (MELO;
GONCALVES, 2005; MICHENER, 2007; MELO; AGUIAR; GARCETE-BARRET,
2012). Sendo assim, a biodiversidade das abelhas ¢ muito grande, no mundo existem
cerca de 30 mil espécies (CARVALHO-ZILSE et al., 2005).

Grande parte das espécies de abelhas tem habitos solitarios, essas abelhas
constroem seus proprios ninhos e cuidam da sua prole, assim ndo formam col6nias, ja a
minoria € conhecida como abelhas sociais, essas sim formam coldnias com duas ou
mais fémeas adultas, essas fémeas tém divisdes de trabalhos, como o forrageamento, o
cuidado das crias e a guarda do ninho, ja a rainha, que geralmente é maior que as
operarias, tém a funcdo de acasalar e deixar descendentes para a colénia (CARVALHO-
ZILSE et al., 2005; MICHENER, 2007).

As abelhas sofrem metamorfose completa, passando pelo seu ciclo de vida pelos
estadios de ovos, larvas, pupas e adultos, as pupas ainda passam por quatro ou cinco
mudas, dependendo da espécie. Como na maioria dos Hymenoptera, os ovos de abelhas
que foram fertilizados se desenvolvem em fémeas e aqueles que ndo sao fertilizados, ou
seja, com namero haploide, se tornam machos. As larvas de abelhas sdo ganglios
macios, esbranquicados que crescem rapidamente, ja as pupas constituem o estagio mais
avancgado da cria, elas tém a forma do inseto adulto, mas o seu tegumento ainda esta em
formagdo e as suas asas ainda ndo se expandiram (NOGUEIRA-NETO, 1997,
MICHENER, 2007).

Dentro da familia Apidae se encontra a subfamilia Apinae, que é uma das mais
diversas, pois contém mais tribos que qualquer outra. Portanto, sua biologia é altamente
variavel, nesse grupo de abelhas, sdo encontradas as de comportamento solitario até as

altamente sociais (MICHENER, 2007). Todas as abelhas sem ferrdo estdo alocadas na
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subfamilia Apinae, dentro da tribo Meliponini, essa tribo é formada por mais de 300
espeécies conhecidas em todo 0 mundo, encontradas principalmente em regifes tropicais
e subtropicais, uma das causas mais provaveis desse padrao de distribuicdo geogréafica é
a sensibilidade dos individuos e das colénias a baixas temperaturas. Assim, ocorrem nas
Américas do Sul e Central, Africa, Sudoeste da Asia e Australia. No Brasil sdo nativas e
estdo presentes em todo o territorio nacional (FREITAS,2003; KLEINERT et al., 2009;
SILVEIRA; MELO; ALMEIDA,2002).

As abelhas sem ferrdo, geralmente séo de tamanho diminuto, sempre vivem em
coldnias e na maioria das vezes constroem ninhos em cavidades pré-existentes. Elas
caracterizam-se por possuirem o ferrdo atrofiado impossibilitando o seu uso, alias, essa
é a razdo pela qual sdo popularmente chamadas de abelhas sem ferrdo (SILVEIRA,
MELO; ALMEIDA,2002; FREITAS,2003 ). Em algumas espécies de abelhas sem
ferrdo, como é o caso de Trigona spinipes a coloracdo das abelhas operarias e dos
machos é bem diferente da abelha adulta, sendo a adulta geralmente mais escura que as
mais jovens (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Trigona spinipes

Trigona é um dos maiores géneros pertencentes a tribo Meliponini com espécies
desde o norte da Argentina até o México, no Brasil ele abrange todo o territdrio
nacional. As abelhas desse género compartilnam a presenca de mandibula com quatro
ou cinco dentes e uma area de aparéncia sedosa na porc¢do interna do basitarso posterior.
Porém o grupo ainda necessita de revisdo, devido a confusfes taxonémicas existentes.
No Brasil, a espécie Trigona spinipes (Fabricius, 1793) é encontrada do Ceara até o Rio
Grande do Sul. Essa espécie também é conhecida com Irapud, Arapud ou Abelha
Cachorro (SILVEIRA; MELO; ALMEIDA; 2002; MICHENER, 2007; RIBEIRO;
RODRIQUES; FERNANDES, 2009).

Uma col6nia da abelha Irapué (T. spinipes) pode conter 180.000 individuos. Por
estarem presentes em muitos estados brasileiros e possuirem muitos individuos por
colbnias, essas abelhas sdo polinizadores de muitas espéecies vegetais. Porém, elas vém
sendo consideradas uma praga agricola devido ao seu habito de destruir flores, folhas e
frutos, a abelha corta a base das flores para coletar o néctar e o pélen, o que impede a
frutificacdo (AZOUBEL et al., 1993; RIBEIRO; RODRIQUES; FERNANDES, 2009) .
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As lIrapuas (T. spinipes) constroem ninhos aereos, com um formato externo
ovalado, sendo mais alto do que largo, esses ninhos geralmente apresentam uma
distancia de aproximadamente 100m uns dos outros, ja que essa abelha € considerada
bastante territorialista (AZOUBEL et al., 1993).

Dentro de uma colmeia de T. spinipes sdo encontrados zangdes, operarias e mais
de uma rainha por ninho, porém apenas uma dessas rainhas tem a funcdo de realizar a
reproducéo e postura de ovos de toda a colmeia. Essa abelha apresenta uma alimentacao
proveniente do mel, que é produzido do néctar e do polen de flores, assim, como dito
anteriormente séo importantes polinizadores (CHIARADIA et al., 2003).

De acordo com Zucchi; Silveira e Nakano (1993) Os adultos da espécie T.
spinipes tem um tamanho diminuto, medindo de 6 a 8mm de comprimento por 2,5mm
de largura, sdo de coloracdo preta e tém as asas transparentes, Azoubel (1993) ainda
cita que essas abelhas possuem a tibia posterior ferruginea. Este inseto, além de ser
considerado uma praga agricola, também é visto como uma abelha defensiva, quando
se sente ameacado possui 0 habito de atacar e se alojar nos cabelos das pessoas e nos

pelos dos animais.

Tetragona Clavipes

A outra abelha presente neste estudo (Tetragona clavipes) pertence ao género
Tetragona, onde estdo presentes 13 espécies distribuidas no Continente Americano do
México ao Uruguai, no Brasil sdo encontradas oito espécies que estdo praticamente
restritas a Bacia Amazonica. Porém algumas espécies, como a Tetragona Clavipes
(Fabricius,1804), apresentam uma distribuicdo maior, essa espécie € encontrada no
Acre, Amazonas, Amapa, Bahia, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Par4, Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (SILVEIRA; MELO;
ALMEIDA;2002).

Conhecida principalmente como Bora, mas também como Jataizdo, Vora e Cola-
Cola. A abelha sem ferrdo T. clavipes € muito conhecida pelos indigenas pelo nome tupi
- Hebora. E uma espécie que faz seus ninhos em ocos de arvores, de preferéncias vivas.
Possui colénias muito populosas e é considerada uma espécie bastante defensiva e
territorialista, quando se sente ameagada pode mordiscar a pele ou se enrolar em cabelos
e pelos (MONTEIRO, 2001).
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As operéarias da espécie T. clavipes possuem o corpo com 6 a 8mm de
comprimento, cor dourada e abdémen com listras pretas, j& 0s machos tem o corpo e as
asas escurecidas. Por formarem colénias populosas, € uma espécie que coleta e
armazena uma grande quantidade de néctar, pélen e resinas, tendo um potencial muito
grande para o fornecimento desses produtos em escalas comerciais. O tubo para entrada
do ninho é construido com a deposicdo de resinas vegetais e tem uma aparéncia
disforme, que endurece com o passar do tempo, geralmente com aberturas verticais e
uma inclinacdo da borda (CASTRO, 2012).

Marcadores Moleculares

Na década de 70 houve o desenvolvimento de novas tecnologias como fusdo de
protoplastos, técnica do DNA recombinante, marcadores moleculares, entre outras.
Como os marcadores morfolégicos variam conforme as condicdes ambientais,
apresentando limitagdes quanto ao seu uso eficiente, os marcadores moleculares foram
bem aceitos pela comunidade cientifica, ja que sdo baseados na analise de polimorfismo
de enzimas e de fragmentos de DNA. Nos ultimos anos tém aumentado a aplicacao de
marcadores moleculares na deteccdo da variabilidade genética, tanto em estudos
genéticos como em programas de melhoramento genético. Os marcadores moleculares
ainda podem ser divididos em marcadores bioguimicos e marcadores proteicos
(BRAMMER, 2000).

Marcadores bioquimicos baseados em eletroforese de isoenzimas permitiram
que muitas das dificuldades detectadas pelo uso dos marcadores morfol6gicos fossem
resolvidas. Por definicdo, as isoenzimas compreendem diferentes formas moleculares de
uma mesma enzima, com funcdes metabodlicas especificas, e representam um grupo
especializado de proteinas, estando presentes em todos 0s organismos. As isoenzimas
sdo, de maneira geral, marcadores excelentes, pois, sd0 marcadores de tipo co-
dominante, o que possibilita a identificacdo de todos os alelos para um mesmo
gene/loco, assim, o heterozigoto é facilmente reconhecido e a segregacdo pode ser
acompanhada de maneira confiavel. Numerosas aplicacdes da eletroforese de
isoenzimas tém sido feitas. Entre elas estdo a distingdo entre variedades de interesse
econdmico, a identificacdo do genoma das espécies, 0 estudo das isoenzimas e suas

relacfes com resisténcia ou suscetibilidade a doencas, a investigacdo das relacfes entre
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as espécies, estudos de estruturagdo genética de populacGes, analises de paternidade e
contaminacdes genéticas (BRAMMER, 2000; MALONE et al., 2007).

Existem varios métodos bioquimicos que detectam, isolam e distinguem as
isoenzimas, porém a eletroforese é o mais eficiente, a técnica consiste na extracdo de
proteinas ou enzimas de um tecido e na migragdo delas por um gel de poliacrilamida,
submetido a uma corrente elétrica continua. O sentindo e a velocidade da migracdo é
determinada pelo tamanho e carga das enzimas. Em seguida, a posi¢cdo de uma enzima
no gel pode ser verificada pela sua atividade, que € detectada por um sistema de
coloracdo. A consequéncia disso € o aparecimento de uma ou mais bandas no gel, as
distintas formas de uma mesma enzima, codificadas por diferentes alelos, podem ser
detectadas em diferentes regides do gel, caso apresentem diferentes mobilidades
eletroforéticas (BOREM; CAIXETA, 2009).

As esterases formam um grupo multifuncional e heterogéneo de isoenzimas que
apresentam em comum a hidrélise de ésteres e outros compostos, como peptidios,
amidas e haletos. As esterases tém sido estudadas em todos os tipos de seres vivos em
estudos evolutivos e taxondmicos, por apresentarem diferencas em seus padrdes
enzimaticos. Nos insetos, as esterases ainda ndo tem sua funcdo esclarecida, embora
alguns autores mostrem o envolvimento dessas enzimas na regulacdo dos niveis do
horménio juvenil, e a capacidade dos insetos de metabolizar varios compostos
agroquimicos, incluindo organofosforados (NASCIMENTO; BICUDO, 2002; GUPTA
et al. 2005; WHEELOCK et al. 2005; PAULINO, 2008).

MATERIAL E METODOS

Material

Foram coletadas abelhas operérias adultas recém-emergidas, pupas e pre-pupas
das espécies Tetragona clavipes e Trigona spinipes provenientes de alguns discos de
crias de duas col6nias localizados no municipio de Palotina-PR. Apos a coleta houve a
separacdo e a selecdo das abelhas, que foram sacrificadas e estocadas em frascos
devidamente identificados, a -20°C.
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Selegéo de abelhas

As pupas foram retiradas das células dos discos de cria e separadas de acordo
com a cor dos olhos, o processo foi feito utilizando um estereomicroscopio para a
observacdo da coloragdo dos olhos. As pupas foram separadas em cinco categorias,
sendo elas pupa de olho branco, pupa de olho rosa, pupa de olho vermelho, pupa de
olho marrom e pupa de olho preto, como mostra na figura 1. O procedimento descrito a
seguir foi realizado de acordo com a disponibilidade de abelhas que foram encontradas

nas colonias.

Figura 1 - Pupas da espécie Trigona spinipes com fases diferentes de desenvolvimento. Pupa de olho

branco, rosa, vermelho, marrom e preto, respectivamente.

Da espécie Trigona spinipes foram utilizadas abelhas adultas operarias recém-
emergidas, pupas de olho preto, pupas de olho vermelho, pupas de olho rosa, pupas de
olho branco e pré-pupas, como mostrado na figura 2. As pupas de olho marrom néo

foram encontradas em quantidade suficiente para realizar o procedimento.

10
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Figura 2- Abelhas da espécie Trigona spinipes. Pré-pupas, pupa de olho branco, rosa, vermelho e preto, e

adulta, respectivamente.

J& da espécie Tetragona clavipes foram utilizadas pupas de olho preto, pupas de
olho branco e pré-pupas, as demais ndo foram encontradas em quantidade suficiente,

observado na figura 3.

Figura 3- Abelhas da espécie Tetragona clavipes. Pré-pupas, pupa de olho branco e pupa de olho preto,

respectivamente.

Preparo das amostras e eletroforese PAGE

Apos a separacdo e estocagem das abelhas foi realizada a eletroforese PAGE a
fim de separar as esterases por sua diferenca de tamanho e peso molecular. De cada
operaria foi retirada cabeca/térax, as pré-pupas e as pupas foram utilizadas inteiras, as
pupas foram homogeneizadas de acordo com a cor dos olhos, foram transferidas em
tubos de propileno 1,5 mL contendo 40uL da solugao de 2-mercaptoetanol mais glicerol
a 10%. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000xg por 10 min., a
temperatura de 4°C.

A eletroforese foi realizada no sentido vertical e foram aplicados 20 pL de
sobrenadante de cada amostra em gel de poliacrilamida a 10% para Trigona spinipes e
8% para Tetragona clavipes para a corrida eletroforética. O tampéo de corrida utilizado
foi o Tris-Glicina 0,1M pH 8,3. Os géis foram submetidos a eletroforese em voltagem
de aproximadamente 200V por 5h.

Para a realizacdo da coloracdo, primeiramente, o gel foi incubado por 30 min em
50 mL da solucdo de tampao fosfato sodio (0,1M pH 6,2). Em seguida, o tampao foi

11
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descartado e foi acrescentado a solucdo de coloragdo (50 mL de tampéo fosfato de sddio
0,1M pH 6,2; 0,03 g de a-naftil acetato; 0,03 g de B-naftil acetato; 0,06 g do corante
Fast Blue RR Salt).

RESULTADOS

Trigona spinipes

As Regibes de atividade de esterase foram denominadas numericamente de
acordo com a sua mobilidade eletroforética, sendo a EST-1 a que apresentou maior
migracdo. Na espécie Trigona spinipes foram detectadas oito regides de atividade
esterésica, a EST-1, EST-2, EST-3, EST-4 e EST-5 foram encontradas nas adultas,
pupas de olho branco, rosa, vermelho e preto, e nas pré-pupas, ou seja, foram
encontradas em todas as fases analisadas. A EST-6 foi observada apenas nas pupas de
olho branco. A EST-7 foi detectada somente em extratos de pré-pupa. EST-8 foi

encontrada na adulta e em todas as fases de pupas, ndo foi observada somente nas pré-

pupas.

Figura 4- Perfil eletroforético de esterases de Trigona spinipes na fase adulta (1, 2 e 3), pupa de olho
vermelho (4, 5 e 6), pupa de olho preto (7, 8 e 9), pupa de olho branco (10, 11 e 12), pupa de olho rosa
(13, 14 e 15) e pré-pupa (16, 17 e 18), respectivamente.

12
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Tetragona Clavipes

Na espécie Tetragona clavipes foram detectadas sete regides de atividade da
esterase. A EST-1, EST-2 e EST-3 estavam presentes nas pupas de olho branco e preto,
ndo aparecendo nas pré-pupas. A EST-4, EST-5 e a EST-6 foram detectadas em todas
as fases analisadas, sendo elas, pré-pupas, pupas de olho branco e pupas de olho preto.

A EST-7 foi observada em pré-pupas e pupas de olho branco, ndo foi observada

somente em pupas de olho preto.

EST-6

Figura 5- Perfil eletroforético de esterases de Tetragona clavipes na fase pré-pupa (1, 2, 3 e 4), pupas de
olho preto (5, 6, 7 e 8) e pupas de olho branco (9, 10, 11 e 12).

Foram observadas diferencas entre as regifes esterasicas de Trigona spinipes e
Tetragona clavipes, sendo oito regifes esterasicas para Trigona spinipes e sete para
Tetragona clavipes.
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DISCUSSAO

As atividades esterasicas apresentam diferencas entre as fases de
desenvolvimento das duas espécies, podemos notar que o perfil esterasico ndo é o
mesmo para as pré-pupas, as pupas de cores de olhos diferentes e os adultos. De acordo
com Ruvulo-Takasusuki et al. (2006), que teve como um dos objetivos avaliar as
diferencas de expressdo de enzimas esterases na cabecga/térax e no abddmen de
Tetragona clavipes, foram encontrados 0os mesmos nimeros de atividades de esterases
presentes neste trabalho.

Todas as sete atividades de esterases estdo presentes nas pupas de olho branco
de T. clavipes, descrito anteriormente, podemos inferir que a EST-7 deixa de ser
expressa em algum momento depois da fase de olho branco, podendo ser nas pupas de
olho rosa, vermelho ou marrom, ja que, na fase de olho preto a EST-7 ja ndo se
expressa. De acordo com o trabalho de Ruvulo-Takasusuki et al. (2006), ela volta a ser
expressa nas adultas, ja que as abelhas operarias adultas deste trabalho apresentaram 7
atividades de esterases. Portanto, as abelhas pré-pupas de T. clavipes apresentam
somente as EST-4, EST-5, EST-6 e EST-7, passando em seguida para as pupas de olho
branco, que apresentam todas as esterases, em algum momento entre as pupas de olho
branco e as pupas de olho preto a EST-7 deixa de ser expressa, voltando a se expressar
na fase adulta.

Em Trigona spinipes a EST-1, EST-2, EST-3, EST-4 e EST-5 aparecem em
todas as fases de desenvolvimento, o que leva a crer que essas enzimas séo de extrema
importancia para a vida dessas abelhas e ndo estdo associadas a variacbes morfologicas
nas diferentes fases de desenvolvimento, j& a EST-6 e a Est-7 que aparecem
respectivamente, somente nas pupas de olho branco e nas pré-pupas sdo enzimas
especificas das primeiras fases de desenvolvimento, podendo ser responsavel pelas
caracteristicas Unicas dessas fases, por exemplo. A EST-8 estd presente em todas as
fases do desenvolvimento, menos nas pré-pupas, ela também poderia indicar o
aparecimento de alguma caracteristica que se encontra nas fases de pupas e adulta e que
ndo esteja presente nas pré-pupas, como a definicdo do corpo em cabeca, torax e

abdémen, por exemplo.
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O trabalho de Figueiredo et al. (1996), que teve como objetivo a investigacéo
detalhada das variacdes qualitativas de isoenzimas esterase durante o desenvolvimento
ontogenético de A mellifera, demonstrou variacdo da atividade isoenzimatica durante o
desenvolvimento e ainda permitiu enumerar sete fenotipos de acordo com a expressao
das esterases, sendo eles: fenotipo embrionario; fenotipo larval jovem tipico de larvas
de L1 a L4; fendtipo de larvas L5; fen6tipo de pré-pupas e pupas jovens; fendtipo de
pupa no processo de pigmentacdo cuticular; fendtipo tipico de pupas emergentes e
adultos jovens; e fenotipo adulto, identificado pelas atividades de todas as esterases. Os
fendtipos foram descritos pelo aparecimento ou desaparecimento de esterases, sendo
agrupados no mesmo fendtipo as fases que apresentam perfil esterasico igual. Os sete
conjuntos de esterase ou fendtipos descritos representam marcadores das fases de
desenvolvimento, de modo que 0s eventos criticos, tais como a eclosdo das larvas,
fiacdo casulo e transi¢do larva para pré-pupa, pigmentacdo cuticular, e finalmente, a
emergéncia, sdo marcadas por alternancia entre as atividades de esterase.

O mesmo pode ser percebido neste trabalho, em T. spinipes a EST-1, EST-2,
EST-3, EST-4 e EST-5 estdo presentes em todas as fases de desenvolvimento, a EST-6
aparece somente nas pupas de olho branco, tornando elas um fenétipo Unico, a mesma
coisa acontece nas pré-pupas onde o aparecimento da EST-7 e ser Unica sem atividade
da EST-8 também a tornam um fenotipo Unico, nas demais fases desenvolvimento todas
apresentam a EST-8, salvo as pupas de olho branco, que também apresentam a EST-6.
Todas as outras fases, de pupas de olho rosa até a adulta possuem o mesmo fen6tipo,
apresentando EST-1, EST-2, EST-3, EST-4, EST-5 e EST-8, portanto a partir da pupa
de olho branco, o fen6tipo de esterases ndo sofre mais alterac6es. Diferente do estudo de
Figueiredo et al. (1996) a adulta da espécie T. spinipes ndo apresentou todas as areas de
atividades esteréasicas.

Na espécie T. clavipes as diferencas entre as fases de desenvolvimento também
sdo notdrias, cada uma das fases amostradas neste estudo apresentou diferenca nos
fenotipos de esterases, em pré-pupas encontramos um perfil sem a presenca da EST-1,
EST-2 e EST-3, nas pupas de olho branco ha a presenca de todas as sete atividades de
esterases, e nas pupas de olho preto, como ja dito anteriormente, somente a EST-7 ndo
estd expressa. No ninho de T. clavipes em que as abelhas foram coletadas nédo foi

possivel encontrar pupas de cores de olhos intermediarios entre as pupas de olho branco
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e olho preto, podemos inferir, observando o perfil de T. spinipes, que o perfil esterasico
das pupas de olho rosa, vermelho e marrom provavelmente seria parecido com o perfil
de pupas de olho branco ou de olho preto, portanto, possivelmente apresentando todas
as atividades de esterases, ou exceto EST-7. Observando o trabalho de Ruvulo-
takasussuki, tambem ja dito anteriormente, sabemos que nas adultas a EST-7 volta a ser
expressa, formando entdo um perfil igual a das pupas de olho branco.

Assim como observamos perfis esterasicos diferentes entre as espécies adultas
de Trigona spinipes e Tetragona clavipes, quando comparamos nossos resultados com
outros autores confirmamos essas diferencas mesmo em espécies que sdo mais
proximas. Exemplos dessa correlacdo sdao os estudos realizados por Stuchi et al. (2012)
e Ronqui et al. (2016), que avaliaram abelhas do mesmo Género porém espécies
diferentes sendo elas a Tetragonisca angustula, Tetragonica fiebrigi e Tetroganisca
weyrauchi, os autores encontraram respectivamente 2, 3 e 6 &reas de atividades
esterasicas para cada uma das espécies, a atividade portanto foi menor do que o
encontrado para as duas espécies desse trabalho, sendo sete areas esterasicas para T.

clavipes e oito areas esterasicas para T. spinipes.

CONCLUSAO

E possivel concluir que existem diferencas entre as fases de desenvolvimento
nas duas espécies. Nas abelhas da espécie Trigona spinipes as diferencas foram
encontras nas pré-pupas e nas pupas de olho branco, as pré-pupas demonstram maior
diferenca apresentando uma estarese a menos e uma a mais que as demais, ja as pupas
de olho branco apresentaram somente uma esterase a mais quando comparadas com as
outras fases de desenvolvimento. Surpreendentemente as pré-pupas e as pupas de olho
branco tiveram o perfil esterasico mais diferente entre todas as fases de
desenvolvimento, era esperado que as fases mais proximas tivessem um perfil esterasico
semelhante. Entre essas duas fases existe uma diferenca de trés esterases, uma presente
na pré-pupa e ausente nas pupas de olho branco e duas presentes nas pupas de olho
branco e ausentes nas pré-pupas. As pupas de olho rosa, vermelho, preto e a adulta
apresentam o mesmo perfil de esterases. E possivel inferir também, que a pupa de olho

marrom, intermediaria da pupa de olho preto e de olho vermelho, provavelmente teria o
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mesmo perfil esterasico que esta presente nas fases de desenvolvimento de pupa de olho
rosa, vermelho, preto e adulta.

Na Espécie Tetragona clavipes as pré-pupas também apresentaram o perfil
esterasico diferenciado quando comparado com as demais fases de desenvolvimento,
apresentando somente quatro das sete esterases, as pupas de olho branco apresentaram
todas as atividades esterasicas, mostrando que sdo iguais as adultas do trabalho de
Ruvulo-Takasusuki et al. (2006), também surpreendentemente as pupas de olho preto
apresentaram apenas seis esterases, mostrando ser diferentes das pupas de olho branco e
das adultas, mesmo sendo uma fase intermediaria entre elas. Também é presumivel que
as pupas de olho rosa, vermelho e a marrom provavelmente apresentam um perfil

esterasico igual ao das pupas de olho branco ou das pupas de olho preto.
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