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RESUMO

ASSAF, Kyl. Caracteriza¢ao morfolégica do cérebro e do intestino médio das abelhas
Xylocopa suspecta e Xylocopa frontalis. 2025. Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacao em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental para obtencao do titulo de Doutora
em Biotecnologia e Monitoramento Ambiental — Universidade Federal de Sao Carlos,

Sorocaba.

As abelhas ndo sociais sdo importantes polinizadores da vegetacdo natural e cultivada, como as
abelhas do género Xylocopa, consideradas parassociais, as quais sdo essenciais na polinizagao
de flores grandes, como as do maracujazeiro amarelo, ou flores com anteras poricidas, como as
do tomate. Contudo, a presenca dessas abelhas nos cultivos agricolas as expde a agrotdxicos.
Sendo assim, a fim de ampliar o conhecimento sobre as espécies nativas brasileiras nao sociais,
o objetivo desta tese foi utilizar abelhas das espécies Xylocopa frontalis e Xylocopa suspecta
para analises morfologicas do cérebro e do intestino médio. Para isso, foram realizadas a
caracterizagdo histoldgica das principais estruturas cerebrais das espécies X. frontalis ¢ X.
suspecta ¢ a estimativa do volume das neurdpilas dos corpos pedunculados das abelhas X.
frontalis. As estruturas estudadas (corpos pedunculados, lobos oOpticos e lobos antenais)
mostraram-se semelhantes aquelas ja relatadas para outras espécies de abelhas sociais, com
excecao dos volumes das neurdpilas dos corpos pedunculados que foram maiores em relagao
aqueles relatados pra abelhas de grande porte. A caracterizagao do intestino médio de ambas as
espécies de abelhas revelou que os tipos celulares sdo similares aqueles observados em outras
abelhas e outros organismos da classe Insecta, porém, a organizacao celular ¢ peculiar, sendo

este o primeiro relato sobre esta morfologia.

Palavras-chave: sistema nervoso; sistema digestorio; abelhas carpinteiras, abelhas parassociais.



ABSTRACT

Non-social bees are important pollinators of natural and cultivated vegetation, such as the
parasocial bees of the genus Xylocopa, which are essential for pollinating large flowers, such
as yellow passion fruit, or flowers with poricidal anthers, such as tomatoes. However, the
presence of these bees in agricultural crops exposes them to pesticides. Therefore, to expand
knowledge about non-social native brazilian species, the objective of this thesis was to use bees
Xylocopa frontalis and Xylocopa suspecta for morphological analyses of the brain and midgut.
To this end, histological characterization of the main brain structures of the species X. frontalis
and X. suspecta and estimation of the volume of the neuropils of the pedunculate bodies of X.
frontalis bees were performed. The structures studied (mushroom bodies, optic lobes, and
antennal lobes) were similar to those previously reported for other social bee species, except
that the neuropil volumes of the mushroom bodies were larger than those reported for large
bees. Characterization of the midguts of both bee species revealed that the cell types are similar
to those observed in other bees and other organisms of the class Insecta; however, the cellular

organization is unique, and this is the first report of this morphology.

Keywords: nervous system; digestive system; carpenter bees, parasocial bees.
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1 CAPITULO 1

1.1 INTRODUCAO GERAL

As abelhas do género Xylocopa (familia Apidae, subfamilia Xylocopinae, tribo
Xylocopini), popularmente conhecidas como mamangavas de toco ou abelhas carpinteiras, sao
organismos ndo sociais que podem ocorrer em todas as regides tropicais e subtropicais do
planeta, somando-se em mais de 700 espécies (Silveira et al., 2002; Michener, 2007). No Brasil,
ha cerca de 50 espécies deste género, o qual esta bem representado no Estado de Sao Paulo,
onde ja foram registradas 22 espécies, sendo X. frontalis, X. brasilianorum, X. suspecta e X.
artifex as mais frequentes (Marchi e Alves-Dos-Santos, 2013).

As Xylocopa spp. podem possuir porte médio ou grande, o que as torna polinizadores
essenciais de flores grandes, como as do maracujazeiro amarelo que nao se autopolinizam
(Siqueira et al., 2009; Silva et al., 2012; Silva et al., 2014; Witter et al., 2014; Yamamoto et
al., 2012; Freitas et al., 2017). Ainda, essas abelhas sdo importantes para flores com anteras
poricidas, presentes nas flores de tomate, berinjela, pimentao entre outras, pois sao capazes de
promover a extracdo do polen por meio de um processo denominado polinizagao por vibracao
(Witter et al., 2014).

Sendo polinizadores de diversas plantas de interesse econdmico, as abelhas do género
Xylocopa, ficam vulneraveis em areas agricolas de manejo convencional, pois podem ser
contaminadas pelos agrotdxicos quando em contato com a nuvem gerada durante a pulverizagao
do produto, ou com superficies das plantas atingidas pela sua deposi¢do, como folhas
(Bonmatin et al., 2015; Cham et al., 2020). Ainda, as abelhas podem ser expostas por meio do
consumo de néctar e polen contaminados pela deposi¢do do produto pulverizado ou pela sua
translocacao quando aplicado em sementes, tronco ou solo (Bonmatin et al., 2015; Cham et al.,
2020).

A avaliagdo de risco ambiental de agrotoxicos para abelhas, no Brasil e em muitos
outros paises, tem como organismo modelo a abelha Apis mellifera, ja que ¢ a espécie mais
utilizada nos cultivos agricolas (apicultura migratoria para polinizagao) e de importancia
econOmica, devido a comercializagao de produtos apicolas (Wolowski et al., 2019); bem como
tem sua biologia bem estudada (Cruz-Landim, 2009). Contudo, a sensibilidade aos agrotoxicos
¢ diferente entre as espécies de abelhas, sendo tal fato relacionado a caracteristicas como
tamanho, massa corporal, grau de socialidade entre outros (Arena e Sgolastra, 2014; Lourencetti

et al., 2023; Sampson et al., 2023). Além disso, o nivel de exposicao das abelhas aos
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agrotoxicos pode variar, dependendo do local de nidificacdo, dos materiais utilizados na
construc¢ao dos ninhos, do alcance de forrageamento, do nivel de consumo de pdlen e néctar e
de outros aspectos de sua historia natural (Heard et al., 2017; Sgolastra et al., 2019).

Por haver incertezas quanto a abelha A. mellifera ser o melhor organismo modelo para
proteger as espécies nativas brasileiras, o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (IBAMA) selecionou, dentre as abelhas nativas de relevancia para os
principais cultivos agricolas do Brasil, potenciais espécies-modelos para analises de risco de
agrotoxicos no pais. Das abelhas ndo sociais, a espécie X. frontalis foi a mais indicada, pois tem
ampla distribui¢do geografica, ocorréncia média nas culturas agricolas e ¢ uma espécie
manejada, apesar de ainda ndo ser criada em larga escala para atender a demanda de testes
toxicologicos (Pires e Torezani, 2018).

A exposi¢ao das abelhas do género Xylocopa a um agrotoxico ndo foi realizada nesta
tese, pois nao foi possivel coletar individuos imaturos (apéndice A). Além disso, as fémeas
adultas coletadas durante forrageio nas flores ndo aceitaram o xarope oferecido, nao
sobrevivendo por mais de 1 dia em laboratério (apéndice B). No entanto, fragmentos do
intestino médio de X. frontalis foram utilizados para teste de viabilidade celular apds exposi¢ao
ao inseticida imidacloprido (apéndice C), sendo que essa metodologia inovadora precisa ser
aperfeicoada para aquisicdo de dados mais robustos que fomentem diagndstico de morte celular
in vitro em microtecidos, o que reduz o nimero de individuos utilizados.

Sendo assim, a fim de ampliar o conhecimento sobre as espécies de abelhas Xylocopa
suspecta (Moure & Camargo, 1988) e Xylocopa frontalis (Olivier, 1789), foram realizadas
andlises morfoldgicas do cérebro e do intestino médio dessas abelhas. Os resultados obtidos
contribuirdo para a padroniza¢do de futuras analises histopatoldgicas dos 6rgaos de abelhas nao
sociais expostas a agrotoxicos em bioensaios ecotoxicologicos, os quais poderdo ser
importantes para avaliagdes de risco de agrotoxicos para abelhas nativas que forrageiam em

agroecossistemas brasileiros.

1.1.1 Objetivos

1.1.2 Objetivo Geral

Caracterizar a morfologia do cérebro e do intestino médio das abelhas das espécies

Xylocopa frontalis e Xylocopa suspecta.
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1.1.3 Objetivos Especificos

° Descrever a estrutura do cérebro das abelhas das espécies X. frontalis e X.
suspecta, por meio da analise histologica;

° Estimar o volume das neurodpilas dos corpos pedunculados do cérebro das
abelhas da espécie X. frontalis;

° Descrever a estrutura do intestino médio das abelhas das espécies X. frontalis e
X. suspecta, por meio da analise histologica;

° Caracterizar, por meio da histoquimica, a por¢do mediana do epitélio do
intestino médio das abelhas X. frontalis e X. suspecta;

° Descrever a ultraestrutura da por¢do mediana do intestino médio das abelhas X.
frontalis e X. suspecta por meio da microscopia eletronica de transmissao;

° Identificar os graos de polen das plantas, em nivel de familia, espécie e género,

presentes no lumen da por¢ao mediana do intestino médio das abelhas X. frontalis e X. suspecta.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Caracteristicas Gerais das Abelhas do Género Xylocopa

As abelhas do género Xylocopa sdao conhecidas popularmente como mamangavas de
toco ou abelhas carpinteiras por construirem ninhos em material vegetal, como madeira morta,
colmos de bambus ou hastes de flores (Gerling et al., 1989; Michener, 2007; Freitas et al.,
2017).

A nidificagdo realizada pelas Xylocopa spp. ocorre de forma solitéria, ou seja, uma Uinica
fémea seleciona um local e escava o substrato com suas mandibulas; faz numerosos voos para
coletar pdlen e néctar e mistura-os at¢ formar uma massa, a qual ¢ depositada no fundo da
célula; oviposita na massa de polen e fecha a célula de cria, utilizando a serragem advinda da
escavagdo, prosseguindo para a construgao de outras, podendo construir de duas a cinco células
(Marchi e Melo, 2010; Pereira e Gardfalo, 2010; Silva et al, 2014). O periodo de
desenvolvimento larval ¢ de 45 a 65 dias (Pereira e Garéfalo, 2010; Silva et al., 2014).

As espécies X. frontalis e X. suspecta t€ém um nivel baixo de socialidade, sendo
consideradas parassociais, pois os machos e as fémeas recém-emergidos permanecem nos
ninhos por cerca de 30 dias e sao alimentados com néctar pela mae (Camillo et al., 1986; Marchi
e Melo, 2010). Ainda, pode haver divisdao de trabalho entre fémeas dominantes, as quais

ovipositam e forrageiam, e fémeas que ndo estdo mais na fase reprodutiva ou que ainda ndo a



12

alcancaram, sendo as responsaveis pela guarda do ninho (Marchi e Melo, 2010; Pereira e
Garofalo, 2010; Freitas et al., 2017). Porém, essas castas sdo consideradas estagios ontogénicos
e ndo classes de individuos, pois a abelha guarda representa um estagio inativo de seu ciclo
reprodutivo (Hogendoorn e Velthuis, 1995).

Para a defesa do ninho, a abelha faz a eje¢do de fezes nos intrusos, incluindo
coespecificos, quando se aproximam do ninho (Marchi e Melo, 2010). Ainda, as fezes podem
oferecer informacdes relevantes sobre a atividade do ninho e seu numero de ocupantes (Freitas
etal.,2017).

O namero de geragdes por ano das Xylocopa spp. ¢ limitado pela temperatura e pela
disponibilidade de alimento, sendo os climas quentes os mais favoraveis a reproducdo delas
(Gerling et al., 1989). Um estudo que acompanhou as atividades de X. frontalis em Morretes
(Parana, Brasil) — regido com clima subtropical — relatou que essa espécie ¢ univoltina, tendo
nidificado apenas nos meses mais quentes (Marchi e Melo, 2010). Porém, no cerrado, onde o
clima € tropical, as abelhas X. frontalis, X. suspecta, X. grisescens e X. hirsutissima foram vistas
nidificando o ano todo (Silva, 2009).

Essas abelhas podem possuir porte médio ou grande, como ¢ o caso da espécie X.
frontalis, a qual tem cerca de 30 a 36 mm, e da espécie X. suspecta, possuindo por volta de 23
mm (Gerling et al., 1989; Marchi e Alves-dos-Santos, 2013). Outra caracteristica das abelhas
deste género ¢ o forte dimorfismo sexual, tendo as fémeas o integumento preto, as vezes com
faixas ferrugineas no metassoma, e os machos coloracao predominantemente amarela ou laranja

(Silveira et al., 2002; Marchi e Alves-dos-Santos, 2013).

1.2.2 Plantas Visitadas por Espécies de Xylocopa

As abelhas do género Xylocopa sdao consideradas poliléticas, pois utilizam diversas
espécies de plantas para a coleta de pdlen e néctar (Bernardino e Gaglianone, 2008; Silva, 2009;
Chaves Ferreira et al., 2023).

As Xylocopa spp., devido ao seu tamanho avantajado, sdo eficientes polinizadores de
flores grandes, como as do maracuja amarelo, da castanha do brasil, do urucum, do gergelim
entre outras (Siqueira ef al., 2009; Yamamoto et al., 2012; Freitas et al., 2017). Durante a coleta
de pdlen e néctar, o torax da abelha entra em contato com as anteras e estigmas das flores,
promovendo a polinizagdo, o que nao ocorre com abelhas de menor porte, como a espécie Apis
mellifera, as quais realizam a coleta dos recursos florais sem tocar os 6rgaos reprodutores,

atuando como ladras (Silva et al., 2014, Witter et al., 2014).
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A maioria das espécies do género Xylocopa também tém uma associagao importante
com plantas que possuem anteras poricidas — isto €, estruturas tubulares com duas ou trés
aberturas nas extremidades — pois sdo capazes de poliniza-las por meio de um mecanismo
denominado vibragao, sonicagdo ou buzz-pollination, presentes nas flores de tomate, berinjela,
pimentao entre outras (Buchmann, 1983; Switzer et al., 2016). Esse mecanismo ocorre,
normalmente, com a fémea mordendo a antera ou a corola com suas mandibulas e contraindo
os musculos de voo indiretos, liberando o polen de dentro das anteras (Russel et al., 2016;
Switzer et al., 2016).

Em fragmentos do cerrado, localizados no Triangulo Mineiro, foram feitas observagodes
de espécies de Xylocopa nas flores. Dentre as abelhas, as espécies observadas foram X
suspecta, X. frontalis, X. grisescens e X. hirsutissima, as quais foram vistas coletando polen de
Eryotheca spp., Kielmeyera spp., Senna spp., Solanum spp. dentre outras; e néctar de Crotalaria
spp., Amphilophium elongatum, Handroanthus ochraceus, Qualea spp., Vochysya spp. dentre
outras (Silva, 2009).

Em darea de restinga, localizada no Rio de Janeiro, a espécie X. ordinaria foi observada
coletando polen de Solanum curvispinum, Clusia hilariana, Allagoptera arenaria € Byrsonima
sericea. Para a coleta de néctar, X. ordinaria visitou principalmente Arrabidaea conjugata,
Mandevilla funiformis, Manilkara subsericea, Passiflora alliacea e Centrosema brasilianum
(Bernardino e Gaglianone, 2008).

No Estado do Maranhdo, onde ha a convergéncia da vegetacdo imida da floresta
ombroéfila com a vegetacdo seca e aberta do cerrado, foram identificados trés subgéneros e 12
espécies de Xylocopa encontradas visitando diversas espécies de plantas, das quais as familias
mais representativas foram Fabaceae, Malvaceae, Asteraceae e Convolvulaceae, sendo a
maioria plantas nativas. Ainda, plantas nectariferas foram mais visitadas em comparagdo as
poliniferas (Chaves Ferreira et al., 2023).

Em um estudo no qual foram determinadas as principais espécies de abelhas para a
polinizacdo de diversos cultivos no Brasil, o género Xylocopa destacou-se, possuindo 12
espécies importantes para 10 tipos de plantagdes, as quais oferecem servigos de polinizacao
com um valor anual estimado em $1.617 milhdes de dolares (Giannini et al., 2020). Dentre as
espécies importantes, X. frontalis foi registrada interagindo com 7 cultivos, sendo eles o de
tomate, de maracuja, de goiaba, de feijdo, de castanha do brasil, de urucum e de umbu (Giannini

et al., 2020).
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1.2.3 Estudos com Xylocopa spp.

Estudos sobre as abelhas do género Xylocopa foram procurados na base de dados
PubMed. Para isso, foram pesquisadas as respectivas palavras-chave em titulos e resumos de
artigos: Xylocopa OR “carpenter bee”; Xylocopa AND brain; Xylocopa AND “nervous
system”; “carpenter bee”” AND brain; “carpenter bee” AND “nervous system”; Xylocopa AND
gut; Xylocopa AND midgut; “carpenter bee” AND gut; “carpenter bee” AND midgut. Os

resultados sdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1 — Palavras-chave utilizadas para a busca de artigos sobre Xylocopa e seus 6rgaos.

Palavras-chave Resultados Periodo
Krlocopa OR 197 1977 a 2025
carpenter bee
Xylocopa AND 2 2013 a 2025
brain
Xylocopa AND
"nervous 0
system"
"carpenter bee"
AND brain 9 2013 a 2025
"carpenter bee"
AND "nervous 0
system"
Xylocopa AND 7 2018 a 2025
gut
Xylocopa AND 2 2020 a 2025
midgut
"carpenter bee"
AND gut 3 2016 a 2025
"carpenter bee" 0
AND midgut

Fonte: autoria propria.

A pesquisa com as palavras-chave Xylocopa OR “carpenter bee” retornou 197
resultados, compreendendo o periodo entre 1977 e 2025 (figura 1).
Na busca por Xylocopa AND brain, foram encontrados dois artigos, publicados nos anos

de 2013 e 2025, os quais apresentam dados sobre a fisiologia do cérebro de uma espécie
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encontrada no Japdo, a Xylocopa appendiculata. Para as palavras-chave Xylocopa AND
“nervous system” nao houve resultado.

As palavras-chave “carpenter bee” AND brain resultaram em 9 artigos publicados de
2013 a 2025. A maioria dos artigos ¢ da area da genética e utiliza abelhas do género Ceratina.
Essas abelhas pertencem a subfamilia Xylocopinae, sendo igualmente denominadas abelhas
carpinteiras, porém, possuem porte pequeno. Apenas um artigo teve como objetivo avaliar o
efeito da experiéncia de forrageamento e do comportamento social no volume dos corpos
pedunculados das abelhas desse género. As palavras-chave “carpenter bee” AND “nervous
system” nao retornaram resultados.

Xylocopa AND gut resultaram em sete artigos publicados de 2018 a 2025, sendo todos
sobre o microbioma de diversas espécies desse género. Xylocopa AND midgut resultaram em
dois artigos, de 2020 e de 2025, ambos sobre o microbioma de espécies econtradas em paises
asiaticos.

As palavras-chave “carpenter bee”” AND gut retornaram 3 artigos, de 2016,2018 e 2025.
Dois artigos sdo sobre o microbioma de Xylocopa spp. € um sobre as bactérias presentes no
polen de Ceratina calcarata.

Sendo assim, a morfologia do cérebro e do intestino médio ainda nao foi relatada, o que
torna necessario o desenvolvimento de estudos nessa area com as espécies do género Xylocopa,

especialmente na regido neotropical.

Figura 1 — Numero de artigos publicados na base de dados PubMed, contendo no titulo

e no resumo as palavras-chave Xylocopa OR “carpenter bee”.
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2 CAPITULO 2

Caracterizagdo do cérebro das abelhas Xylocopa suspecta e Xylocopa frontalis

Characterization of Xylocopa suspecta and Xylocopa frontalis brain

Resumo

O cérebro das abelhas, assim como dos demais insetos, segue um padrao, sendo constituido
pelo protocérebro, formado pelos lobos Opticos, corpos pedunculados, complexo central, ponte
cerebral e pars intercerebralis; pelo deutocérebro, formado pelos lobos antenais; e tritocérebro,
formado por dois pequenos lobos posteriores aos lobos antenais. Contudo, cérebros de abelhas
nao sociais ainda sdo pouco estudados em relagdo ao da espécie social Apis melifera, o qual tem
sido bem estudado para avaliagdes dos efeitos de inseticidas neurotoxicos. O entendimento
inicial sobre a morfologia e anatomia cerebral das abelhas ndo sociais se faz necessario para a
realizacdo de futuros estudos ecotoxicoldgicos. Sendo assim, o objetivo desta tese foi
caracterizar as principais estruturas dos cérebros das abelhas parassociais Xylocopa frontalis e
Xylocopa suspecta, abelhas nativas que forrageiam em cultivos nos quais inseticidas
neurotoxicos sao aplicados. Para isso, foi realizada a caracterizagdo morfoldgica do cérebro de
ambas as espécies por meio de histologia e a estimativa do volume das neurdpilas dos corpos
pedunculados da espécie Xylocopa frontalis, aplicando-se o principio de Cavalieri, um método
estereologico. A histologia revelou que as estruturas presentes no cérebro de ambas espécies
sdo semelhantes, sendo formado pelas mesmas estruturas descritas para as demais espécies de
abelhas. A estimativa do volume das neur6pilas dos corpos pedunculados das abelhas Xylocopa
frontalis, por sua vez, mostrou que o volume ¢ maior que aqueles relatados para abelhas de
grande porte, como as do género Bombus. O estudo da morfologia cerebral dessas espécies
poderd servir de base para investigagoes futuras sobre o efeito de inseticidas neurotdéxicos em

suas fungoes cerebrais.

Palavras-chave: sistema nervoso; corpos pedunculados; abelhas carpinteiras.
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Abstract

The bee brain, as well as other insects, follows a pattern, consisting of the protocerebrum,
formed by the optic lobes, mushroom bodies, central complex, cerebral pons, and pars
intercerebralis; the deutocerebrum, formed by the antennal lobes; and the tritocerebrum,
formed by two small lobes posterior to the antennal lobes. However, brains of non-social bees
are still poorly studied compared to those of the social species Apis mellifera, which has been
extensively studied to assess the effects of neurotoxic insecticides. An initial understanding of
the brain morphology and anatomy of non-social bees is necessary for future ecotoxicological
studies. Therefore, the objective of this thesis was to characterize the main brain structures of
the parasocial bees Xylocopa frontalis and Xylocopa suspecta, brazilian native bees that forage
on crops where neurotoxic insecticides are applied. To this end, morphological characterization
of the brains of both species was performed through histology, and the mushroom bodies
neuropils volume of Xylocopa frontalis was estimated, applying Cavalieri's principle, a
stereological method. Histology revealed that the structures present in the brains of both species
are similar, consisting of the same structures described for other bee species. The mushroom
bodies neuropils volume estimation of Xylocopa frontalis, in turn, showed that the volume is
larger than that reported for large bees, such as those of the genus Bombus. Studying the brain
morphology of these species could serve as a basis for future investigations into the effect of

neurotoxic insecticides on their brain functions.

Keywords: nervous system; mushroom bodies; carpenter bees.
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2.1 INTRODUCAO

Dentre as espécies de insetos, o cérebro exibe um padrdo, tendo fungdes que se
diferenciam de acordo com o estilo de vida, como o nivel de socialidade, por exemplo
(Bouchebti e Arganda, 2020).

Nas abelhas, o cérebro ¢ formado por trés partes: 1. protocérebro — sendo a area
predominante — constituido pelos lobos opticos (LO), corpos pedunculados (CP), complexo
central (CC), ponte cerebral (PC) e pars intercerebralis (P1); 2. deutocérebro, constituido pelos
lobos antenais (LA); e 3. tritocérebro, constituido por dois pequenos lobos posteriores aos LA
(Cruz-Landim, 2009; Nocelli et al., 2011, Rother et al., 2021). Os neurénios que formam as
estruturas cerebrais organizam-se de modo a delimitar duas regides: a somata, onde localizam-
se os corpos celulares, e a neurdpila, contendo os prolongamentos celulares (Cruz-Landim,
2009; Nocelli et al., 2011, Rother et al., 2021). Ainda, o cérebro é envolto por uma camada
escura acelular, a lamela neural esclerotizada, uma estrutura semelhante a cuticula do
exoesqueleto, estando presente em todos os o6rgdos de origem ectodérmica (Cruz-Landim,
2009).

Os CP sdo estruturas que se assemelham a cogumelos, sendo por isso denominadas
mushroom bodies em inglé€s. Os neurdnios que os constituem, denominados células de Kenyon
(CK), sao pseudounipolares, ou seja, do soma parte um unico prolongamento em dire¢ao a sua
neurdpila correspondente, onde ele ird se dividir em axdnio e dendritos, sendo esta uma
caracteristica observada especialmente nos invertebrados (Bullock e Horridge, 1965).

Os dendritos das CK formam dois célices, um médio e um lateral, os quais recebem
estimulos vindos de diferentes partes do cérebro (Mobbs, 1982). A borda dos célices,
denominada labios, recebe informagdes olfatorias vindas dos lobos antenais; a parede, chamada
de colar, recebe informagdes visuais dos lobos opticos; € o fundo, ou anel basal, recebe uma
mistura de ambas as informagoes (Mobbs, 1982).

Os corpos celulares das CK localizam-se no interior dos calices e contornando os 1abios,
podendo ser classificadas como: compactas internas (CI), pois ocupam uma faixa central nos
calices, possuem somas relativamente menores € nicleos mais compactos; compactas externas
(CE), pois possuem as mesmas caracteristicas das anteriores, mas contornam as bordas dos
calices; ndo compactas (NC), pois sdo relativamente maiores que as outras células, estando
presentes na periferia dos calices (Cruz-Landim, 2009).

As células NC projetam seus dendritos para os ldbios ou para o colar, podendo receber

informagdes olfatdrias ou visuais, respectivamente. J& os dendritos das CI formam o anel basal,



22

sendo responsaveis por receber ambas as informacgdes (Strausfeld, 2002). Ja as projecdes
dendriticas das CE estdo presentes por todo o calice (Strausfeld, 2002). Os axonios das CK
partem da base de cada um dos célices e convergem para formar um pedunculo (Farris et al.,
2001). Esses prolongamentos, entdo, se bifurcam de modo que cada CK inerva dois lobos, o
alfa e o beta, os quais fazem conexdes com outros neurdnios protocerebrais (Farris et al., 2001).

Os lobos opticos sao formados por trés massas de neurdpila denominadas, de fora para
dentro, lamina, medula e 16bulo (Cruz-Landim, 2009; Nocelli et al., 2011, Rother et al., 2021).
Entre elas, os axonios cruzam-se produzindo os quiasmas interno, sendo aquele entre o l6bulo
e a medula, e o externo, entre a medula e a lamina (Cruz-Landim, 2009; Nocelli ef al., 2011,
Rother et al., 2021).

Os lobos antenais sdo estruturas arredondadas constituidas por uma regido central com
uma neurdpila menos densa envolta por varios glomérulos com uma neurdpila mais compacta
(Cruz-Landim, 2009; Nocelli ef al., 2011). Cada lobo esta relacionado a uma antena e deles
parte um nervo antenal, podendo conter tanto axonios motores, que inervam os musculos das
antenas, quanto axonios sensoriais, que transmitem informagdes sensoriais vindas das antenas
(Kloppenburg, 1995). Circundando os glomérulos, h4 interneurénios que retransmitem as
informacdes para os corpos pedunculados, onde elas serdao processadas (Mobbs, 1985).

O cérebro das abelhas da espécie Apis melifera tem suas estruturas e fungdes bem
estudadas, principalmente em estudos ecotoxicologicos, os quais tém sido desenvolvidos para
analisar os efeitos subletais de inseticidas neurotdxicos no cérebro dessas abelhas (Blacquicre
etal.,2012; Heard et al., 2017).

Portanto, o entendimento inicial sobre a morfologia e anatomia das abelhas ndo sociais
se faz necessario para a realizagdo de futuros estudos ecotoxicoldgicos. Sendo assim, o objetivo
desta tese foi caracterizar as principais estruturas dos cérebros das abelhas parassociais
Xylocopa frontalis e Xylocopa suspecta, abelhas nativas que forrageiam em cultivos de
interesse economico. Os resultados oferecerdao uma base para estudos ecotoxicologicos sobre

os efeitos subletais de inseticidas neurotdxicos neste 6rgao-alvo.

2.2 METODOLOGIA

2.2.1 Coleta e Transporte de Abelhas ao Laboratorio

Fémeas adultas das espécies X. suspecta (n = 4) e X. frontalis (n = 9) foram coletadas

na propriedade privada Sitio Sdo Jodo (23°35'16.786" S, 47°31'37.302" W), na cidade de
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Sorocaba, Sao Paulo, onde as plantas sao cultivadas em um sistema agroflorestal, sem adi¢ao
de agrotoxicos.

As abelhas foram acondicionadas em potes de plastico redondos de 1 L. com perfuragdes
para entrada de ar e transportadas para o Laboratorio de Ecotoxicologia e Andlise de Integridade
Ambiental na Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sorocaba.

No laboratorio, os potes contendo as abelhas permaneceram na estufa de incubagio do
tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) em condigdes controladas de temperatura e
umidade (26°C + 1°C, 70% =+ 10% respectivamente, no escuro), por cerca de 1 hora antes do

inicio dos experimentos.

2.2.2 Dissecacao do Cérebro

ApOs crioanestesia (+/- 14 °C, 15 minutos), cada uma das abelhas coletadas teve sua
cabeca separado do resto do corpo (figura 1 — A e B). Sob estereomicroscopio (Leica EZ4HD),
o cérebro foi dissecado com uma microtesoura ¢ uma pinga, ¢ banhado com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS - 0,1 M, pH 7,2-7,4) durante esse processo. Apds a dissecacao, o
cérebro foi transferido para uma solu¢do fixadora (paraformaldeido 4% em PBS 0,1 M, pH 7,2-

7,4), na qual permaneceram por 24 horas sob refrigeracao.

2.2.3 Processamento Histologico e Microtomia

Os cérebros fixados foram lavados com tampao PBS (0,1 M, pH 7,2-7,4), gradualmente
desidratados em etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%) para evitar retragao
tecidual e embebidos em resina histoldégica (Historesin Embedding Kit, Leica). Apos a
polimerizagao, os blocos contendo as amostras foram seccionados transversalmente a 3 um de
espessura, utilizando-se um microtomo (Leica RM2255). As sec¢des foram coletadas
sequencialmente, utilizando-se ldminas para microscopia, as quais foram numeradas. Em cada
uma das laminas foram colocadas 3 secg¢des.

As laminas contendo as sec¢des foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE) para

andlise morfoldgica do cérebro das abelhas e estimativa do volume das neuropilas (figura 1 —

Q).

2.2.4 Analise Morfolégica do Cérebro

Para a descricdo das principais estruturas do cérebro das abelhas das espécies X.

suspecta (n =4) e X. frontalis (n =9), as laminas contendo sec¢des com as regides de interesse
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(corpos pedunculados, lobos antenais e lobos Opticos) foram analisadas a0 microscopio optico

de campo claro (Olympus SC30) e fotodocumentadas (Software Olympus cellSens Entry 1.14).

2.2.5 Estimativa do Volume das Neurdpilas

Para conhecimento do volume dos corpos pedunculados, estimou-se o volume das
neurdpilas dessas importantes estruturas na espécie X. frontalis (n = 3). Para isso, utilizou-se o
Principio de Cavalieri, o qual permite que, por meio da soma das areas das neuropilas
multiplicada pela espessura dos cortes, o calculo do volume total (Cavalieri, 1635 apud Boyce
et al., 2010). Desse modo, do conjunto completo das sec¢des coletadas ordenadamente na
microtomia, estabeleceu-se que a amostragem ocorreria a cada sexta sec¢do. A primeira sec¢ao
foi selecionada escolhendo-se um numero aleatério de 1 a 6 (periodo de amostragem escolhido),
sendo a proxima a sexta subsequente e assim sucessivamente até o final da estrutura.

As secgdes selecionadas foram fotografadas em um fotomicroscopio dptico de campo
claro (Olympus SC30), utilizando-se o Software Olympus cellSens Entry 1.14. Um hemisfério
do cérebro foi selecionado aleatoriamente e as areas das neuropilas dos corpos pedunculados
foram medidas por meio do Software ImageJ 1.53K. A soma das areas foi multiplicada pela
espessura das sec¢oes (3 um) e pelo periodo de amostragem (6) para obtencao do volume total.
Tais parametros foram baseados em estudos que utilizaram espécies de abelhas de porte grande,
como operarias de Bombus impatiens (Mares et al., 2005, Jones, et al., 2013).

As abelhas também tiveram suas massas corporais pesadas, uma vez que este valor tem
uma correlagdo mais forte com o volume cerebral do que a largura da cabega (Mares et al.,

2005; Riveros e Gronenberg, 2010).
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Figura 1 — Dissecacao do cérebro de X. frontalis para analise histologica e estimativa do
volume das neurdpilas. A) Cabeca da abelha. B) Cérebro exposto apos retirada do tegumento.
C) Cérebro emblocado em resina histologica e as laminas contendo as sec¢des adquiridas apos

microtomia. Os retangulos vermelhos destacam os cortes histoldgicos selecionados para

medicao das areas das neurdpilas.

Fonte: elaborado pela autora.

2.3 RESULTADOS

2.3.1 Descricao das Principais Estruturas do Cérebro

Por meio da analise histoldgica, verificou-se que os cérebros das espécies de abelhas X.
suspecta e X. frontalis sdo formados de trés partes: 1. protocérebro —sendo a area predominante
— constituido pelos lobos opticos (LO), corpos pedunculados (CP), complexo central (CC),
ponte cerebral (PC) e pars intercerebralis (PI); 2. deutocérebro, constituido pelos lobos antenais
(LA); e 3. tritocérebro, constituido por dois pequenos lobos posteriores aos LA. Os neuronios

que formam essas estruturas organizam-se de modo a delimitar duas regides: a somata, onde
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localizam-se os corpos celulares, € a neurdpila, contendo os prolongamentos celulares. Ainda,
os 0rgdos estdo envoltos por uma camada escura acelular, a lamela neural esclerotizada (figura
2).

Por ndo haver diferenca entre os cérebros das espécies aqui estudadas, optou-se por

apresentar as sec¢oes fotografadas apenas da abelha X. frontalis.

Figura 2 — Secc¢des histologicas frontais do cérebro da espécie X. frontalis. Coloragdo: HE. A)
Cérebro contendo as principais estruturas: lobos dpticos (Idmina, medula e 16bulo)
interligados pelos quiasmas, corpos pedunculados (calice e pedunculo) e lobos antenais.
Magnificagao: 40x. Escala: 2 mm. B) Ampliagao da regido dos corpos pedunculados, na qual
pode-se ver as células de Kenyon. Ainda, a pars intercerebralis, o complexo central e a ponte

cerebral também sdo vistos. Magnificacdo: 100x. Escala: 100 pm.

—

Fonte: elaborado pela autora.

Im: l&mina; qi: quiasma interno; qe: quiasma externo; 1l: 16bulo; ca: célice; pe: pedinculo; la: lobos antenais; ck:
células de Kenyon; pi: pars intercerebralis; cc: complexo central; pc: ponte cerebral; sm: somata; np: neurdpila;

seta: lamela neural esclerotizada.

Os CP estdao presentes em pares nos hemisférios cerebrais, sendo formados por dois
calices, um médio e um lateral, e pelo pedunculo. Os calices possuem a borda, denominada
labios, a parede, chamada de colar, e o fundo, ou anel basal. O céalice médio ¢ mais fechado que

o lateral. O pedunculo apresenta as projecdes alfa e beta (figura 3 — A).
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No interior dos calices, foram identificas as CK do tipo compactas internas, ocupando
a regido central, e as CK ndo compactas na periferia. As CK do tipo compactas externas foram

localizadas ao redor dos calices (figura 3 — B).

Figura 3 — Secgdes histologicas frontais do cérebro da espécie X. frontalis, mostrando a regido
dos corpos pedunculados. Colora¢do: HE. A) Pares de corpos pedunculados nos dois

hemisférios cerebrais. Magnificagdo: 100x. Escala: 500 um. B) Célice médio, possuindo os

Fonte: elaborado pela autora.
cl: calice lateral; cm: calice médio; ck: células de Kenyon; 1b: labio; co: colar; ci: células compactas internas; ce:

células compactas externas; nc: células ndo compactas; seta: lamela neural esclerotizada; o: alfa; f: beta.
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Nos lobos Opticos, ha trés massas de neuropila, sendo elas a lamina, a medula e o 16bulo.
Entre a lamina e a medula, encontra-se quiasma externo, e entre a medula e o 16bulo, o quiasma

interno (figura 4).

Figura 4 — Secc¢ao histoldgica frontal do cérebro da espécie X. frontalis, mostrando os lobos

opticos. Coloragao: HE. Magnificagdo: 100x. Escala: 500 um.
. ~ = U { - " ‘ -

Fonte: elaborado pela autora.

Im: lamina; qe: quiasma externo; me: medula; qi: quiasma interno; 11: 16bulo.
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Os lobos antenais contém varios glomérulos circundando-os, possuindo uma neurdpila

compacta. Na regido central, a neurdpila ¢ menos densa (figura 5).

Figura 5 — Secc¢ao histoldgica frontal do cérebro da espécie X. frontalis, mostrando um lobo

antenal. Coloragdo: HE. Magnificag@o: 20x. Escala: 50 um.

By

Fonte: elaborado pela autora.

sm: somata; gl: glomérulo.

2.3.2 Volume das Neurdpilas
Das abelhas coletadas, 3 individuos da espécie X. fronmtalis tiveram o volume das
neurdpilas dos corpos pedunculados estimado. A massa corporal dos individuos também foi

pesada (tabela 1).

Tabela 1 — Volume das neurdpilas dos corpos pedunculados e lobos antenais da espécie X.

frontalis e sua relagdo com a massa corporal.

Corpos Massa Volume

Abelhas |pedunculados | corporal relativo
(mm?) (® (mm?)

X. frontalis 1 381,59 1,56 244,60
X frontalis 2 278,63 1,34 207,93
X. frontalis 3 225,42 1,67 134,98

Fonte: elaborado pela autora.
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2.4 DISCUSSAO

As espécies de abelhas X. suspecta e X. frontalis tiveram as principais estruturas
cerebrais descritas histologicamente, sendo elas: os corpos pedunculados, envolvidos no
aprendizado e na integracao sensorial; os lobos Opticos, responsaveis pela visdo; e os lobos
antenais, os centros olfatorios da abelha (Nocelli e al., 2011).

O padrao de organizagdo das estruturas cerebrais descritas para as espécies X. suspecta
e X. frontalis, ambas consideradas parassociais, ¢ semelhante aquele relatado para abelhas
sociais, como Apis mellifera (Nocelli et al., 2011; Azevedo e Nocelli, 2020), Bombus spp.
(Jones et al., 2013; Smith et al., 2020; Rother et al., 2021) e Augochlorella aurata (Pahlke et
al., 2019), por exemplo. Na espécie facultativamente social Megalopta genalis (Smith et al.,
2010) e na espécie solitaria Centris analis (Tadei et al., 2024), o0 mesmo padrao também foi
observado.

O volume das neuropilas dos corpos pedunculados aqui estimado para a espécie X.
frontalis mostrou-se maior do que aqueles encontrados em abelhas de porte grande, como
Bombus impatiens (Mares et al., 2005; Jones et al., 2013; Gowda e Gronemberg, 2019).

Os corpos pedunculados dos insetos, assim como o cortex € o hipocampo dos
mamiferos, sdo os centros de aprendizagem e integragao sensorial (Cruz-Landim, 2009; Nocelli
et al., 2011). Para as abelhas, os corpos pedunculados sdo estruturas importantes para a
realizagao de diversas atividades, como o forrageamento e a nidificagdo, pois processam
informacdes vindas dos lobos dpticos e dos lobos antenais, por exemplo (Mobbs, 1982; Mobbs,
1985).

Ha evidéncias de que o tamanho do cérebro das abelhas estd relacionado com a
capacidade de aprendizagem, como foi observado em Apis mellifera, Bombus spp., Osmia
latreillei, Megachile willughbiella, Rhodanthidium sticticum, Andrena sp., Flavipanurgus
venustus € Lasioglossum spp. (Collado et al., 2021). As diferencas na habilidade de
aprendizagem dessas abelhas estdo positivamente relacionadas com o tamanho absoluto do
cérebro, mas ndo com seu tamanho relativo (Collado et al., 2021).

O nivel de socialidade também pode interferir nas estruturas cerebrais, como foi
observado na espécie de abelha primitivamente social Augochlorella aurata, na qual o tamanho
dos calices dos corpos pedunculados e dos lobos antenais das abelhas fundadoras dos ninhos
foi maior do que os das operarias (Pahlke et al., 2019). Na espécie de abelha facultativamente

eussocial Megalopta genalis, a qual pode nidificar de forma social ou solitaria, verificou-se que
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o volume do corpo celular das células de Kenyon ¢ maior nos individuos sociais, indicando que
tal fato pode estar associado a complexidade do comportamento social (Smith et al., 2010).

Sendo o cérebro o orgdo-alvo de inseticidas neurotdxicos, as diferentes atividades
realizadas pelas abelhas, necessarias para a sua sobrevivéncia e manutengdo das espécies,
podem ser afetadas quando esses organismos sdo expostos a concentragdes residuais desses
produtos, como alteracdes significativas na locomocdo das abelhas, observadas na espécie
solitaria Centris analis (Tadei et al., 2024) e na abelha social sem ferrdo Melipona
quadrifasciata anthidioides (Tomé et al., 2012); danos na memoria € no aprendizado, como
verificado nas espécies sociais Apis melifera (Yang et al., 2012) e naquelas pertencentes a tribo
Bombini (Smith et al., 2020), entre outros efeitos adversos.

Sendo assim, a integridade das estruturas cerebrais ¢ primordial para a manutencao dos
individuos da espécie X. frontalis, pois o comprometimento do cérebro de uma abelha nao social
em nidificagdo pode ter consequéncias ecoldgicas drasticas, uma vez que nao ha a presenca de
outros individuos para sua substituicdo, como acontece nas colonias de abelhas sociais
(Sgolastra et al., 2019), sendo essencial o conhecimento do volume das neuropilas para
averiguar possiveis danos causados por agentes estressores, como 0s agrotoxicos com agao
neurotoxica.

Além do tamanho do cérebro, o tamanho corporal da abelha também ¢ importante, pois
estd associado a uma maior producdo de calor metabdlico, o que ¢ necessario para manter a
temperatura corporal alta o suficiente para voar, o que ja foi observado em X. frontalis, a qual
foi mais eficiente na coleta de néctar quando comparada com X. cearensis, uma espécie de porte
menor (Harano e Hrncir, 2023).

Portanto, a caracterizagdo morfoldgica do cérebro da espécie X. frontalis, a qual possui
estruturas cerebrais com um volume grande, corpo avantajado e baixa socialidade, ¢ primordial
para servir de base para estudos futuros envolvendo bioensaios ecotoxicologicos com essas

espécies nativas, importantes na polinizagao de plantas silvestres e cultivadas.

2.5 CONCLUSOES

Por meio da caracterizagao morfologica, verificou-se que as espécies X. suspecta e X.
frontalis possuem cérebros com estruturas semelhantes. Ainda, o cérebro dessas abelhas tem o
mesmo padrdo observado em outras abelhas, assim como nos demais insetos. O volume das
neurdpilas dos corpos pedunculados das abelhas X. frontalis mostrou-se maior que aqueles

relatados para abelhas de grande porte. O estudo da morfologia cerebral dessas espécies podera
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servir de base para investigagdes futuras sobre o efeito de inseticidas neurotdxicos em suas

funcdes cerebrais.
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3 CAPITULO 3

Caracterizacao do intestino médio das abelhas Xylocopa suspecta e Xylocopa frontalis

Characterization of Xylocopa suspecta and Xylocopa frontalis midgut

Resumo

Os insetos sao representados por diversas espécies com diferentes habitos alimentares; contudo,
o sistema digestorio dessa ampla classe de organismos segue um padrdo, sendo constituido de
um tubo longo que vai da cavidade oral ao anus, dividido em intestino anterior, intestino médio
e intestino posterior. Adaptagdes morfofuncionais no canal alimentar podem existir de acordo
com o habito alimentar e o nivel de socialidade do inseto. Com isso, o proposito desta tese foi
caracterizar o intestino médio das abelhas parassociais Xylocopa suspecta e Xylocopa frontalis.
Por meio de analises histologica, histoquimica e ultraestrutural, foi observado que o intestino
médio dessas espécies, em todas as suas porgdes, € composto por um epitélio simples, formado
essencialmente por células digestivas colunares e ninhos basais de células regenerativas,
apoiados em uma lamina basal acidofila, e por fibras musculares circulares e longitudinais
contornando externamente o epitélio. Na face apical do tubo intestinal, ha a matriz peritrofica
extracelular envolvendo o limen e o alimento. Ainda, as células digestivas localizadas
imediatamente acima do ninho se organizam de acordo com o grau de diferenciagdo, o qual
pode ser notado pelo desenvolvimento de cavidades com microvilosidades em seu interior. Na
por¢ao mediana do intestino médio, verificou-se que as cavidades possuem material
eletrodenso, o qual também aparece em vacuolos distribuidos no citoplasma das células
digestivas que envolvem essa cavidade, principalmente na regido apical dessas células. As
cavidades extracelulares e os vacuolos intracelulares foram positivos para carboidratos, os quais
podem ter relagao com a formagao das microvilosidades. Ainda, as cavidades foram positivas
para proteinas. Depositos lipidicos também foram identificados no citoplasma das células
digestivas da por¢do mediana do intestino médio. A lamina basal apresentou-se formada por
uma area amorfa contornada por elementos organizados, sendo positiva para carboidratos e
proteinas. Graos de polen foram identificados na face luminal do 6rgdo, mostrando que as
plantas utilizadas pelas abelhas sdo melitofilas e, ainda, algumas espécies possuem anteras
poricidas. Alguns desses graos encontraram-se digeridos, indicando serem parte da dieta das
abelhas. As caracteristicas do epitélio intestinal aqui observadas sdo semelhantes aquelas

encontradas em outras abelhas, contudo possuem peculiaridades como a formagao de cavidades
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e uma lamina basal com subestruturas organizadas. Sendo assim, as abelhas do género Xylocopa
tém uma arquitetura epitelial que necessita ser melhor estudada para compreensdo de sua
fisiologia. Tais dados sdo importantes para colaborar com futuros estudos ecotoxicologicos, ja

que essas espécies forrageiam em cultivos de importancia economica.

Palavras-chave: abelhas parassociais; abelhas carpinteiras; sistema digestorio.
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Abstract

Insects are represented by several species with different feeding habits; however, the digestive
system of this broad class of organisms follows a pattern, consisting of a long tube that runs
from the oral cavity to the anus, divided into foregut, midgut, and hindgut. Morphological and
functional adaptations in the alimentary canal may exist according to the insect's feeding habits
and level of sociality. Therefore, the purpose of this thesis was to characterize the midgut of the
parasocial bees Xylocopa suspecta and Xylocopa frontalis. Through histological, histochemical,
and ultrastructural analyses, it was observed that the midgut of these species, in all its portions,
is composed of a simple epithelium, formed primarily by columnar digestive cells and nests of
regenerative cells, supported by an acidophilic basal lamina, and by circular and longitudinal
muscle fibers externally surrounding the epithelium. On the apical surface of the intestinal tube,
there is an extracellular peritrophic matrix surrounded by the lumen and food. Nevertheless,
digestive cells located immediately above the nest are organized according to their degree of
differentiation, as evidenced by the development of cavities with microvilli within them. In the
median portion of the midgut, the cavities contain electron-dense material, which is also evident
in vacuoles distributed throughout the cytoplasm of the digestive cells surrounding this cavity,
particularly in the apical region of these cells. The extracellular cavities and intracellular
vacuoles may stain positive for carbohydrates, which are related to the formation of microvilli.
Furthermore, the cavities stained positive for proteins. Lipid deposits were also identified in the
cytoplasm of digestive cells in the median portion of the midgut. The basal lamina was formed
by an amorphous area surrounded by organized elements, being positive for carbohydrates and
proteins. Pollen grains were identified on the luminal surface of the organ, demonstrating that
the plants used by the bees are melittophilous, and that some species also have poricidal anthers.
Some of these grains were found digested and became part of the bees' diet. The characteristics
of the intestinal epithelium observed here are similar to those found in other bees, however they
have peculiarities such as the formation of cavities and a basal lamina with organized
substructures. Therefore, bees of the genus Xylocopa have an epithelial architecture that
requires further study to understand their physiology. This data is important for future

ecotoxicological studies, as these species forage on economically important crops.

Keywords: parasocial bees; carpenter bees; digestive system.
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3.1 INTRODUCAO

As caracteristicas estruturais, morfologicas e funcionais do sistema digestério dos
insetos tém uma correlagao mais forte com a filogenia das diferentes espécies do que com seus
habitos alimentares (Terra ¢ Ferreira, 2005; Santos et al., 2017).

As abelhas e os demais insetos alados evoluiram ao longo de duas linhagens:
Polyneoptera (grilos, gafanhoto, baratas, louva-a-deus, bichos-pau entre outros) e Eumetabola,
a qual divide-se em Paraneoptera (cigarras, percevejos, piolhos, tripes entre outros) e
Holometabola (besouros, abelhas, formigas, vespas, moscas-da-fruta, borboletas entre outros)
(Simon et al., 2009). As fontes de alimento desses insetos sdo muitas, incluindo grama, fungos,
liquidos de plantas ou de insetos, néctar, polen entre outras (Bution ef al., 2006; Almeida et al.,
2009; Nardi e Bee, 2012; Carneiro et al., 2018).

O grupo Holometabola (insetos que passam por metamorfose completa) retine a maior
diversidade de espécies de insetos (Rainford et al., 2014). Dentre as ordens que compdem o
grupo Holometabola, as que concentram a maior riqueza de espécies sao Coleoptera (besouros),
Hymenoptera (abelhas, formigas, vespas entre outros), Lepidoptera (borboletas) e Diptera
(moscas) (Grimaldi e Engel, 2005; Mayhew, 2018). Na ordem Hymenoptera, hd o grupo
Aculeata, do qual fazem parte as abelhas, vespas e formigas, segregado em trés superfamilias:
Chrysidoidea, Vespoidea e Apoidea (Brothers, 1999). Os habitos alimentares variam nesse
grupo, podendo existir espécies fitofagas, como as abelhas, parasitdides, como as vespas, €
predatdrias, como as formigas, sendo que a maioria dos Aculeata ¢ parasitdide ou predadora de
outros insetos (Grimaldi e Engel, 2005). E provavel que o grupo Aculeata evoluiu de algum
parasita especializado, o qual as fémeas usavam seu ovipositor para ferroar ¢ imobilizar as
larvas hospedeiras, botando ovo nelas (Terra, 1988).

Abelhas e vespas esfecoides formam a superfamilia Apoidea e, embora tenham
similaridades, diferenciam-se em seus habitos alimentares, ja que as abelhas coletam podlen das
flores como fonte de proteina para alimentar suas larvas — possuindo para isso pelos corporais
— enquanto que as vespas capturam insetos e aranhas para suas crias (Melo, 1999; Michener,
2007).

Apesar dos insetos serem representados por diversas espécies com diferentes hébitos
alimentares, o sistema digestorio dessa ampla classe de organismos segue um padrdo, sendo
constituido de um tubo longo que vai da cavidade oral ao anus, dividido em intestino anterior,

intestino médio e intestino posterior (Cruz-Landim, 2009; Silva-Zacarin ef al., 2011; Chapman,
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2013). Entretanto, o habito alimentar e o nivel de socialidade do inseto podem refletir em
adaptacdes morfofuncionais do canal alimentar (Nation, 2008).

O intestino anterior dos insetos ¢ comumente dividido em cavidade oral, faringe,
esofago, papo e proventriculo (Cruz-Landim, 2009). A faringe ¢ responsavel pela ingestao e
passagem de comida para o es6fago, sendo este um tubo que liga a faringe ao papo (Cruz-
Landim, 2009). O papo ¢ um 6rgao de armazenamento, ou também de digestdo, como no caso
das abelhas que possuem enzimas para hidrolisar o néctar (Terra e Ferreira, 1994). O
proventriculo ¢ um 6rgao que varia em seu formato, podendo formar uma valvula entre o papo
e o intestino médio para controlar a passagem de comida, como no caso das abelhas e dos
gafanhotos, ou um aparelho de moagem com placas cuticulares ou dentes, como nas baratas e
nos besouros (Terra, 1988; Chapman, 2013).

O intestino médio ¢ o principal local onde a digestdo e a absor¢ao de nutrientes ocorrem.
Nas abelhas, o intestino médio ¢ um tubo simples, mas em outros insetos, como grilos, baratas,
besouros entre outros, ele pode apresentar diverticulos laterais chamados cecos gastricos
(Chapman, 2013). Entre o intestino médio e o intestino posterior, na maioria dos insetos, ha
pequenos tubos com fundo cego, os tubulos de Malpighi, os quais participam da excrecao
juntamente com o intestino posterior (Silva-Zacarin et al., 2011).

O intestino posterior ¢ formado pelo piloro, ileo e reto (De Paula et al., 2022). O piloro
¢ o local de entrada dos tubulos de Malpighi, recebendo suas excrec¢des e os residuos de comida
vindos do intestino médio; o ileo ¢ um tubo estreito que pode conter microrganismos
simbiontes, como no caso dos cupins; € no reto, ocorre a absor¢ao de agua e ions e a formagao
das fezes (Chapman, 2013).

O intestino dos insetos € constituido por um tecido epitelial que na maioria das espécies
¢ do tipo simples colunar, o qual estd apoiado sobre uma lamina basal e ¢ circundado por fibras
musculares (Cruz-Landim, 2009). No intestino médio, onde a maior parte da digestdo e da
absor¢do ocorrem, podem ser encontrados trés tipos de células, baseados em suas funcgodes,
sendo elas digestivas, enddcrinas e regenerativas (Caccia et al., 2019).

As células digestivas sdo responsaveis pela digestdo do alimento, por meio da secre¢ao
de enzimas no lumen do 6rgao, como as glicosidases e endopeptidases presentes no intestino
médio das abelhas, ou por meio de proteinas da membrana celular; e também pela absorcao de
agua e nutrientes (Terra e Ferreira, 2020). Geralmente, as células digestivas sdo caracterizadas
por apresentarem um nucleo central, membrana apical contendo inumeras projecdes,
denominadas microvilosidades, ¢ membrana basolateral com invaginagdes, o labirinto basal

(Caccia et al., 2019). Contudo, caracteristicas ultraestruturais peculiares podem ser encontradas
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em células de diferentes regides do intestino médio, de acordo com as principais fungdes
desempenhadas por elas e os habitos alimentares dos organismos (Caccia et al., 2019). Aquelas
envolvidas principalmente na secre¢do de enzimas, possuem granulos em seu citoplasma apical,
reticulo endoplasmatico desenvolvido e lisossomos; enquanto que as células envolvidas na
absor¢ao possuem longas microvilosidades, um labirinto basal extenso e vesiculas de
armazenamento (Serrdo et al., 2008, Azevedo et al., 2009).

Ainda, nas abelhas e em outros insetos que consomem alimento sélido, as células
digestivas sao responsaveis pela produgdo da matriz peritroéfica, uma estrutura constituida por
uma rede fina de quitina, glicosaminoglicanos, glicoproteinas e proteinas (Lehane, 1997;
Teixeira ef al., 2015). A matriz peritrofica separa o contetido luminal do epitélio, delimitando
o local de acdo de diferentes classes de enzimas, servindo também como protecdo contra a
abrasdo causada pelos alimentos e contra patogenos (Terra e Ferreira, 1994; Hegedus, 2009).
Em insetos zoofitéfagos, como o percevejo, ndo ha matriz peritrofica, mas uma membrana
lipoprotéica com fungdes similares, a membrana perimicrovilar (Fialho et al., 2009). Em insetos
como os besouros, dentre os quais ha espécies com diferentes habitos alimentares, a matriz
peritrofica ¢ ausente na maioria deles (Nardi e Bee, 2012).

Em diferentes ordens de insetos, células endocrinas podem ser encontradas espalhadas
entre as células digestivas (Brown et al., 1985; Raes e Verbeke, 1994; Rocha, et al., 2014; Li,
et al., 2018). Essas células produzem e secretam peptideos bioativos importantes para o
funcionamento do intestino e para a homeostase do inseto (Wu et al., 2020). Elas sdo
diferenciadas morfologicamente em células “abertas”, quando t€ém formato alongado, o que
possibilita que estejam em contato com a ldmina basal e que se “abram" para o lumen, ou seja,
elas estdo apoiadas na lamina basal e se estendem até a regido apical do epitélio; e células
“fechadas”, as quais podem ter diferentes formatos, mas ndo alcangam o lumen e o contato com
a lamina basal ¢ limitado (Nishiitsutsuji-Uwo e Endo, 1981).

Em algumas ordens de insetos, podem ser observados dois outros tipos celulares ao
longo do epitélio do intestino médio, as goblet cells e as células oxinticas ou copper cells, ambas
envolvidas com a modificacdo do pH do lumen intestinal (Caccia et al., 2019).

As goblet cells estao presentes apenas no estagio larval de insetos da ordem Lepidoptera
(Endo e Nishiitsutsuji-Uwo, 1981; Gomes et al., 2013) e em individuos adultos de algumas
espécies de formigas (Bution e Caetano, 2010). Apesar do termo “goblet cell” se referir a
células secretoras de muco, as goblet cells presentes no intestino dos insetos ndo possui tal
funcdo, porém uma semelhanga superficial com as goblet cells dos vertebrados fez com que

recebessem essa denominacao (Anderson e Harvey, 1966). Nos insetos, essas células possuem
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uma invaginacao profunda na membrana apical, criando uma camara na qual cada
microvilosidade estd associada a uma mitocondria, o que caracteriza uma intensa atividade de
transporte de ions e moléculas (Anderson ¢ Harvey, 1966). No caso dos lepiddpteros e das
formigas, o transporte de ions ocorre para aumentar o pH do limen intestinal, estando tal
peculiaridade relacionada aos seus habitos alimentares, pois esses insetos sao
predominantemente fitofagos e o material ingerido contém metabolitos secundérios toxicos,
formando complexos insoluveis que sdo prevenidos de agir em pH alcalino (Caccia ef al.,
2019).

As caracteristicas morfologicas e ultraestruturais presentes nas goblet cells também sao
observadas nas células oxinticas. As células oxinticas sdo encontradas em Dipteros, os quais se
alimentam de plantas em decomposicdo, fungos e bactérias, e estdo envolvidas na acidificagao
do pH luminal do intestino médio por meio da producao de acido gastrico, o que facilita a
digestao de proteinas, absor¢ao de metais e minerais e limita a sobrevivéncia de microrganismos
ingeridos (Terra et al., 1988; Miguel-Aliaga et al., 2018).

O canal alimentar dos insetos, sendo uma conexao direta com o exterior, torna o epitélio
intestinal suscetivel a danos que podem ser causados por patdogenos e substancias toxicas
ingeridos com o alimento, além de que a passagem do alimento pelo intestino médio gera
abrasdo mecanica (Caccia et al., 2019). Ainda, ha a liberag¢do de células em degeneragdo para
o limen, o que indica a constante remodelacdo epitelial do 6rgdo (Nardi ef al., 2010). Sendo
assim, na maioria dos insetos, ha células regenerativas situadas na base do epitélio intestinal
responsaveis por originar todos os tipos celulares do o6rgao (Raes ef al., 1994; Nardi ¢ Bee,
2012; Rocha et al., 2014). As células regenerativas podem ser células unicas no epitélio, como
ocorre em Lepidoptera (Endo e Nishiitsutsuji-Uwo, 1981), podem estar agregadas em estruturas
denominadas ninhos, como acontece em Hymenoptera (Raes et al., 1994), ou compor bolsas
regenerativas que se estendem além da musculatura longitudinal, como observado em
Coleoptera (Nardi et al., 2010). Ainda, hé espécies de besouro, como Neoclytus acuminatus e
Stegobium paniceum, que nao possuem células regenerativas, o que pode estar relacionado ao
fato de que ndo se alimentam ou tém um consumo baixo de alimento (Nardi e Bee, 2012).

A alimentacao da maioria das abelhas adultas ¢ baseada principalmente em polen — rico
em proteinas e lipidios importantes no desenvolvimento e maturagdo — e néctar — principal fonte
de carboidratos necessarios para o suprimento energético (Silva et al., 2014).

Nas abelhas, assim como na maioria dos insetos, a maior parte da digestdo ocorre no

limen do intestino médio (Cruz-Landim, 2009). As enzimas utilizadas na digestao podem ser



43

provenientes das glandulas anexas ao tubo digestorio, produzidas pelas células digestivas do
intestino médio ou por microrganismos presentes no limen do 6rgao (Cruz-Landim, 2009).

A dieta de abelhas sociais depende da casta, pois a larva da rainha recebe ad libitum um
alimento diferenciado, a geléia real, sendo constituido principalmente de secrecao das glandulas
mandibulares de operarias e de maior quantidade e variedade de nutrientes determinantes para
o desenvolvimento dos ovarios e ganho de massa corporal (Asencot e Lensky, 1976). Larvas
de operérias, por sua vez, recebem o alimento em quantidades e qualidades diferentes ao longo
de seu desenvolvimento (Asencot e Lensky, 1976). Em adultos, os quais se alimentam de pdlen
e néctar, 0 mesmo ocorre: nas espécies Apis mellifera e Scaptotrigona postica, por exemplo, as
necessidades nutricionais estdo relacionadas com a idade e fungdo, pois forrageiras e machos
mais velhos ingerem menos pdlen em relagdo as abelhas mais novas, requerendo grande
quantidade de carboidratos para realizacao de atividades com maior gasto energético, como o
voOo (Crailsheim et al., 1992; Szolderits e Crailsheim, 1993; Zerbo et al., 2001).

As larvas de abelhas ndo sociais recebem alimento com a mesma constitui¢ao, pois ndo
ha diferenciacdo dos individuos em castas (Silva et al., 2014). No género Xylocopa, por
exemplo, as células de cria sdo aprovisionadas igualmente com uma massa de poélen e néctar
(Anzenberger, 1977; Raju e Rao, 2006), assim como na espécie Osmia bicorns (Austin e
Gilbert, 2020), na subespécie Andrena taraxaci orienticola (Harano e Sasaki, 2024) e outras.
Larvas da espécie Colletes halophilus, recebem alimento liquido, o qual ¢ constituido por uma
grande quantidade de néctar, pdlen e, também, pela enzima glicose oxidase adicionada pela
fémea, a qual pode estar relacionada com a conservagao do alimento (Sommeijer et al., 2009).
Entretanto, as células das larvas de fémeas sdo maiores ¢ contém mais alimento, devido ao
dimorfismo sexual de tamanho (Rooijakkers e Sommeijer, 2009).

Assim como nas abelhas sociais, as abelhas ndo sociais adultas apresentam dietas
diferentes. Os machos das espécies Xylocopa latipes e X. pubescens consomem apenas néctar,
enquanto que as fémeas se alimentam de polen e néctar (Raju e Rao, 2006). Nas espécies do
género Andrena, os machos consomem polen e néctar, porém em quantidades inferiores as
fémeas (Urban-Mead et al., 2022).

O sistema digestoério das abelhas ja foi descrito para as espécies sociais, como Apis
mellifera (Cruz-Landim, 2009; De Paula, 2022) e as abelhas sem ferrdo Scaptotrigona postica,
Trigona spinipes, Trigona hypogea (Serrdo e Cruz-Landim, 1996), Friesella schrottkyi
(Oliveira et al., 2019) e Melipona quadrifasciata (Carneiro et al., 2018); e, também, para as
abelhas primitivamente sociais Bombus morio (Gongalves et al., 2014). Contudo, o sistema

digestorio de abelhas nao sociais ainda nao foi descrito.
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Sendo assim, além das abelhas sociais ¢ ndo sociais diferirem em suas dietas, clas
também pertencem a linhagens evolutivas divergentes (Cardinal e Danforth, 2011), o que pode
refletir em adaptagdes no canal alimentar, especialmente no intestino médio dos diferentes
grupos de abelhas.

Portanto, o propdsito desta tese foi caracterizar o intestino médio das abelhas
parassociais Xylocopa suspecta e Xylocopa frontalis por meio de analises histologica,
histoquimica e ultraestrutural, sendo este o primeiro relato sobre o intestino médio dessas
abelhas. O conhecimento do intestino dessas abelhas € relevante para estudos ecotoxicoldgicos,
como aqueles que visam elucidar a agdo de agrotoxicos em 6rgaos importantes de espécies de

abelhas nativas.

3.2 METODOLOGIA

3.2.1 Coleta e Transferéncias das Abelhas para o Laboratoério

Fémeas adultas das espécies X. suspecta (n =4) e X. frontalis (n = 10) foram coletadas
em um sistema agroflorestal (SAF), onde nao ¢ feito o uso de agrotoxicos, localizado na cidade
de Sorocaba (23°35'16.786" S, 47°31'37.302" W); e em uma horta organica nas dependéncias
da Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sorocaba (23°34'55.482" S, 47°31'29.622" W).

Redes entomoldgicas e potes de plastico com perfuragdes para a ventilagdo foram
utilizados para a captura das abelhas durante seu forrageio e pouso nas flores. As abelhas
coletadas foram acondicionadas em potes de plastico redondos (1 L) com perfuragdes para
entrada de ar, os quais permaneceram dentro de uma caixa de isopor contendo gelo para a
diminui¢do da atividade corporal das abelhas, evitando o estresse. Desse modo, as abelhas
foram transportadas para o Laboratério de Ecotoxicologia e Andlise de Integridade Ambiental
na Universidade Federal de Sao Carlos, campus Sorocaba (figura 1 — A e B).

No laboratorio, os potes contendo as abelhas permaneceram na estufa de incubagio do
tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), em condi¢des controladas de temperatura e umidade

(26°C £ 1°C, 70% + 10% respectivamente, no escuro) até a disseca¢do do 6rgao de interesse.

3.2.2 Dissecacio do Intestino Médio
Apos crioanestesia (+/- 14 °C, 15 minutos), cada uma das abelhas (X. suspecta n = 4; X.
frontalis n = 10) foi posicionada em decubito dorsal em uma placa de cera. Sob

estereomicroscopio (Leica EZ4HD), o intestino foi retirado da cavidade abdominal e
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seccionado, com uma micro tesoura, préximo ao papo € ao intestino posterior e dividido em
trés porcdes: anterior, mediana e posterior (figura 1 — C e D).

As por¢des do intestino médio foram, entdo, transferidas para uma solu¢do fixadora
(paraformaldeido 4% em PBS 0,1 M, pH 7,2-7,4), na qual permaneceram por 24 horas, sob

refrigeragao.

3.2.3 Processamento Histologico e Microtomia

Apos a etapa de fixagdo, as amostras foram processadas para emblocamento em resina
histologica. Para isso, elas foram lavadas com PBS (0,1 M, pH 7,2-7,4), gradualmente
desidratadas em etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 85%, 90%, 95% e 100%), sob refrigeracao, e,
por fim, incluidas em resina histologica (Historesin Embedding Kit, Leica).

Apos a completa polimerizacdo da resina, cada bloco contendo um fragmento foi
seccionado longitudinalmente (3 um), utilizando-se um micrétomo (Leica RM2255). As
seccoes adquiridas foram colocadas em laminas para microscopia. As laminas contendo as

secgoes foram utilizadas para as caracterizagdes histologica e histoquimica do 6rgao.
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Figura 1 — Abelhas coletadas e seus respectivos intestinos dissecados. A) X. suspecta. B) X.

frontalis. C) Intestino médio de X. suspecta. D) Intestino médio de X. frontalis.

Fonte: elaborado pela autora.

ima: intestino médio anterior; imm: intestino médio mediano; imp: intestino médio posterior; pa: papo; tm:

tubulos de Malpighi; ip: intestino posterior.

3.2.4 Caracterizacao Histologica

Para cada por¢ao do intestino médio (anterior, mediana e posterior) de ambas as espécies
(X. suspecta n = 4; X. frontalis n = 10), foram analisadas 5 laminas coradas com Hematoxilina
e Eosina (HE), contendo 3 sec¢des histologicas sequenciais em cada uma. As secgdes coradas
foram analisadas ao microscopio optico de campo claro (Olympus SC30) e fotodocumentagao

(Software Olympus cellSens Entry 1.14).
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3.2.5 Caracterizaciao Histoquimica

Para cada individuo (X. suspecta n = 4; X. frontalis n = 10), foi confeccionada 1 1amina
da por¢ao mediana do intestino médio, contendo 3 sec¢des histologicas, para a caracterizagao
histoquimica, utilizando-se os corantes Sudan Black para visualizacao de lipidios neutros
(Pearse, 1960), Xylidine Ponceau para proteinas totais (Vidal, 1970), e a técnica Acido
Periodico e Reativo de Schiff (PAS) com Azul de Bromofenol para a deteccdo de
glicoconjugados neutros (glicoproteinas, carboidratos e polissacarideos neutros) e proteinas
totais, respectivamente (Coelho, 1989). As seccdes coradas foram analisadas ao microscopio
optico de campo claro (Olympus SC30) e fotodocumentagdo (Software Olympus cellSens Entry
1.14)

3.2.6 Caracterizacao Ultraestrutural

Uma parte da por¢do mediana do intestino médio de algumas abelhas (X. suspecta n =
3; X. frontalis n = 2) também foi utilizada para a caracterizagdo ultraestrutural. Para isso, os
fragmentos obtidos foram fixados em Karnovsky (paraformaldeido 4%, glutaraldeido 2,5% em
tampao fosfato 0,1 M, pH 7,3), durante 24 horas a temperatura ambiente. Apos esse periodo, as
amostras foram poés-fixadas em tetroxido de 6smio 1% por 2 horas. Em seguida, foram
contrastadas em acetato de uranila a 0,5% durante 2 horas, gradualmente desidratadas em
acetona (50%, 70%, 90% e 100%) e, finalmente, incluidas em resina Araldite. Secgdes
ultrafinas foram cortadas em um ultramicrotomo, contrastadas com acetato de uranila e citrato
de chumbo durante 15 minutos e, entdo, analisadas e fotografadas com um microscopio
eletronico de transmissdo Tecnai Spirit (FEI Company, Eindhoven, Holanda) no Centro de
Microscopia Eletronica do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista

(UNESP), campus Botucatu.

3.2.7 Plantas Utilizadas na Alimentacido das Abelhas

Para conhecimento das plantas utilizadas na alimentagdo das abelhas das espécies X.
suspecta (n = 1) e X. frontalis (n = 10), foram identificados os graos de poélen presentes no
limen da por¢ao mediana do intestino médio dessas abelhas. Para isso, foi selecionada 1 lamina
por individuo, corada com HE, e as regides com polen foram fotografadas aleatoriamente.

A identificagdo dos graos de polen foi realizada em niveis de familia, género e espécie

pela Dr. Claudia Inés da Silva.
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3.3 RESULTADOS

3.3.1 Caracterizacao Histologica

Tanto em X. suspecta quanto em X. frontalis, o intestino médio, em todas as suas
porcdes, ¢ um tubo alongado com dobras transversais em sua parede, encontrado ocupando
grande parte da cavidade abdominal. No limen, pode ser observada a matriz peritrofica
envolvendo o alimento (figura 2).

Em ambas as espécies de abelhas aqui estudadas, as trés por¢des do intestino médio sdo
constituidas por um epitélio colunar simples, o qual repousa sobre uma lamina basal acidéfila
e ¢ contornado externamente por fibras musculares, ndo possuindo diferengas morfoldgicas
(figuras 3,4 ¢5).

As fibras musculares contornam o intestino médio de forma circular e
longitudinalmente. As fibras circulares sdo menores em relacdo as longitudinais, sendo
encontradas mais proximas a lamina basal. As fibras longitudinais formam uma camada acima
das fibras circulares (figuras 3,4 — A e 5).

Foram identificados dois tipos celulares no epitélio intestinal das espécies X. suspecta e
X. fromtalis: as células regenerativas, estando agrupadas em ninhos, e as células digestivas
(figuras3—Be5—A).

O ninho de células regenerativas € uma estrutura arredondada basoéfila, na qual as células
estdo agrupadas de forma concéntrica. No centro do ninho, as células sdo pequenas e esféricas,
tornando-se maiores e mais achatadas na periferia da estrutura. O ntcleo das células
regenerativas ¢ grande, central e varia de esférico a achatado. As células regenerativas mais
periféricas saem do ninho e formam camadas acima dele, diferenciando-se em dire¢do ao limen
do intestino médio. Essas células digestivas recém-saidas do ninho sdo arredondadas, com
citoplasma basofilo, nticleo grande, esférico e central.

Durante o processo de diferenciacdo, as c€lulas digestivas mudam gradualmente para o
formato colunar. Também, ha a formagao da borda em escova, o que resulta no surgimento de
uma cavidade entre as células para dar espaco a nova estrutura. Essa cavidade ¢ fortemente
corada pela eosina (figura 4 — B). Conforme as células avancam no processo de diferenciacao,
ha o alongamento da borda em escova e, consequentemente, da cavidade entre as células. A
cavidade entre as células aumenta até que a borda em escova se volta totalmente para o lumen
do intestino médio (figura 6). O citoplasma das células digestivas ¢ acidéfilo; o nicleo € grande,

esférico e central. A borda em escova ¢ acidofila.



49

Figura 2 — Secgdes longitudinais do intestino médio de X. suspecta e X. frontalis, vistas ao

microscopio optico. Coloracao: HE. A) X. suspecta. B) X. frontalis. Magnificagdes: 20x.

Escalas: 500 um.

> .

Fonte: elaborado pela autora.

ep: epitélio; lu: limen; mp: matriz peritrofica.
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Figura 3 — Secgdes longitudinais da porgao anterior do intestino médio de X. suspecta e X.
frontalis, vistas ao microscopio optico. Coloragdo: HE. A) Por¢ado anterior do intestino médio

da espécie X. suspecta. Magnificagdo: 200x. Escala: 50 um. B) Epitélio da por¢ao anterior do

& ’(‘ v, L 3
Fonte: elaborado pela autora.
ep: epitélio; ml: musculo longitudinal; me: musculo circular; 1b: lamina basal; cr: células regenerativas; cd: células

digestivas; be: borda em escova; nu: nicleo.
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Figura 4 — Secgdes longitudinais da por¢ao mediana do intestino médio de X. suspecta e X.
frontalis, vistas ao microscopio optico. Coloragcdo: HE. A) Epitélio intestinal da espécie X.
suspecta. Magnificagdo: 200x. Escala: 50 um. B) Células digestivas da por¢cao mediana da

espécie X. frontalis. Magnificagdo: 1000x. Escala: 10 um.

4 o o2 i A3
Fonte: elaborado pela autora.
ep: epitélio; ml: musculo longitudinal; mc: musculo circular; Ib: 1dmina basal; cd: células digestivas; mp: matriz

peritrofica, ca: cavidade.
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Figura 5 — Secgdes longitudinais da porgao posterior do intestino médio de X. suspecta
e X. frontalis, vistas ao microscopio Optico. Coloracdo: HE. A) Epitélio intestinal da espécie
X. suspecta. Magnificacdo: 400x. Escala: 20 um. B) Transi¢ao entre os epitélios dos intestinos

médio e posterior da espécie X. frontalis. Magnificagao: 100x. Escala: 100 pm.

-

R

Fonte: elaborado pela autora.

ep: epitélio; ml: masculo longitudinal; me: muasculo circular; cr: células regenerativas; cd: células digestivas.



53

Figura 6 — Esquema representativo de um fragmento da por¢ao mediana do intestino
médio das espécies X. suspecta e X. frontalis. O 6érgao tem formato cilindrico e possui lumen.
Em sua parede ha dobras que, quando ampliadas ao microscopio Optico, revelam-se formadas

por células epiteliais, estando estas apoiadas em uma lamina basal e contornadas pelas
musculaturas circular e longitudinal. As células epiteliais organizam-se de acordo com seu
desenvolvimento. As células digestivas voltadas para o limen formam vilosidades com as

células das criptas adjacentes.

Fonte: elaborado pela autora.
ep: epitélio; cd: células digestivas; cr: células regenerativas; 1b: 1dmina basal; be: borda em escova; ml: masculo

longitudinal; mc: musculo circular; lu: lamen.
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3.3.2 Caracterizacao histoquimica

A caracterizagdo histoquimica da por¢dao mediana do epitélio do intestino médio das
espécies de abelhas X. suspecta e X. frontalis foi realizada por meio de reagentes ou corantes
especificos para a identificacdo de proteinas, carboidratos e lipidios.

Em ambas as espécies de abelhas, o PAS — o qual reage na presenca de carboidratos —
foi positivo na borda em escova das células digestivas e nas cavidades entre elas. No citoplasma
das células digestivas, glicoconjugados neutros foram observados, principalmente abaixo da
borda em escova. Nas células digestivas sem borda em escova, a reacdo positiva foi rara. Na
lamina basal e na matriz peritréfica, a reacdo do PAS foi positiva (figura 7).

Quanto a presenca de proteinas nas células epiteliais da por¢cdo mediana do intestino
médio das abelhas, tanto o Azul de Bromofenol — o qual foi conjugado com o PAS — quanto o
Xylidine Ponceau coraram as cavidades e o citoplasma das células digestivas, assim como das
células dos ninhos. Xylidine Ponceau também indicou a presenga de proteinas na borda em
escova, na lamina basal e na matriz peritrofica (figuras 7 e 8).

Em relagdao a presenga de lipidios, em ambas as espécies de abelhas, depdsitos no
citoplasma das células digestivas foram revelados por meio do corante Sudan Black, sendo

raros nas células digestivas sem borda em escova (figura 9).
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Figura 7 — Secgdes longitudinais da por¢do mediana do intestino médio das espécies X.
suspecta e X. frontalis, vistas ao microscopio optico. Coloragao: PAS e Azul de Bromofenol.

A) Epitélio da espécie X. suspecta. Magnificagdo: 400x. Escala: 20 pm. B) Células digestivas

de X frontalis. Magnificagdo: 1000x. Escala: 10 um.

Fonte: elaborado pela autora.
cr: células regenerativas; cd: células digestivas; ca: cavidade; be: borda em escova; mp: matriz peritrofica; 1b:

lamina basal; seta: glicoconjugados neutros.
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Figura 8 — Secg¢des longitudinais da por¢dao mediana do intestino médio de X. suspecta e X.
frontalis, vistas ao microscopio optico. Coloragdo: Xylidine Ponceau. A) Epitélio da espécie
X. suspecta. Magnificagdo: 400x. Escala: 20 um. B) Epitélio da espécie X. frontalis.
Magnificacao: 1000x. Escala: 10 pm.

Fonte: elaborado pela autora.

cr: células regenerativas; cd: células digestivas; mp: matriz peritrofica; be: borda em escova; Ib: lamina basal.
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Figura 9 — Secgdes longitudinais da por¢dao mediana do intestino médio de X. suspecta e X.
frontalis, vistas ao microscopio Optico. Coloragdo: Sudan Black. A) Células digestivas da
espécie X. suspecta. Magnificagdo: 1000x. Escala: 10 um. B) Células digestivas da espécie X.

frontalis. Magnificagdo: 1000x. Escala: 20 um.

N,

ooy v

Fonte: elaborado la;utora.

cd: células digestivas; seta: depdsitos lipidicos.
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3.3.3 Caracterizacao Ultraestrutural

As caracteristicas ultraestruturais das células epiteliais constituintes da por¢ao mediana
do intestino médio das espécies X. frontalis e X. suspecta, observadas por meio do microscopio
eletronico de transmissao (MET), mostraram-se semelhantes.

As células digestivas podem apresentar citoplasmas com diferentes eletrodensidades,
dependendo da abundancia de organelas presentes (figura 10 — B). Elas também podem ou ndo
possuir microvilosidades, de acordo com seu grau de diferenciagdo.

As células com microvilosidades podem ter suas microvilosidades projetadas para o
interior de cavidades preenchidas com um conteudo eletrodenso, ou para o limen do intestino
médio (figura 10).

No citoplasma apical das células digestivas com microvilosidades, as mitocondrias
concentram-se abaixo da membrana plasmatica. Entre elas, podem haver vactiolos eletrodensos,
cisternas do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico rugoso, autofagossomos e
depositos lipidicos (figura 11), assim como cisternas do reticulo endoplasmatico liso e vactiolos

eletrolucentes.
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Figura 10 — Secc¢des longitudinais das células digestivas da por¢ao mediana do
intestino médio das espécies X. suspecta e X. frontalis, observadas por meio do MET. A)
Células digestivas da espécie X. suspecta com as microvilosidades projetadas para o interior
das cavidades. B) C¢lulas digestivas da espécie X. frontalis com as microvilosidades

projetadas para o interior das cavidades e para o laimen do 6rgdo, apresentando diferentes

eletrodensidades em seus citoplasmas.

Fonte: elaborado pela autora.

mv: microvilosidades; ca: cavidade.
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Figura 11 — Secgdes longitudinais do citoplasma apical das células digestivas da porcao
mediana do intestino médio das espécies X. suspecta e X. frontalis, observadas por meio do
MET. A) Célula digestiva de X. suspecta com as microvilosidades projetadas para o limen do
orgdo. B) Célula digestiva de X. suspecta com as microvilosidades projetadas para a cavidade.
C) Célula digestiva de X. frontalis com as microvilosidades projetadas para o limen do 6rgao.

D) Célula digestiva de X. frontalis com as microvilosidades projetadas para a cavidade.

& G Gs 55 pe O ST amus aiw ity

Fonte: elaborado pela autora.

mv: microvilosidades; mi: mitocondria; dl: depdsitos lipidicos; vd: vactiolo com material eletrodenso; af:

autofagossomos; rr: reticulo endoplasmatico rugoso; cg: complexo de Golgi.
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Nas areas citoplasmaticas perinucleares das células digestivas com microvilosidades, ha
numerosas cisternas dos reticulos endoplasmatico liso e rugoso, vacuolos contendo material
eletrolucente e cisternas do complexo de Golgi. Autofagossomos, vactiolos eletrodensos,
depositos lipidicos, lisossomos e mitocondrias foram vistos com menor frequéncia. No nucleo,
a cromatina ¢ descondensada em sua maior parte (figura 12).

O citoplasma basal das células digestivas com microvilosidades ¢ ocupado por inumeras
dobras da membrana, formando o labirinto basal. Entre o labirinto, sdo encontradas muitas
mitocondrias e cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso (figura 13). Vacuolos contendo
material eletrolucente, autofagossomos, cisternas do complexo de Golgi e do reticulo

endoplasmatico liso também foram vistos.
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Figura 12 — Secg¢des longitudinais do citoplasma perinuclear das células digestivas da
por¢do mediana do intestino médio das espécies X. suspecta e X. frontalis, observadas por
meio do MET. A) Célula da espécie X. suspecta com microvilosidades projetadas para a

cavidade. B) Citoplasma da célula da espécie X. suspecta. C) Citoplasma da célula da espécie

X frontalis. D) Citoplasma da célula da espécie X. frontalis.

Fonte: elaborado pela autora.

mi: mitocondria; vd: vacuolo com material eletrodenso; vl: vactiolo contendo material eletrolucente; Is: lisossomo;

dl: depdsitos lipidicos; seta: complexo de Golgi; rr: reticulo endoplasmatico rugoso; nu: nticleo.
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Figura 13 — Secg¢des longitudinais do citoplasma basal das células digestivas da por¢ao
mediana do intestino médio das espécies X. suspecta e X. frontalis, observadas por meio do
MET. A) Citoplasma basal da célula digestiva da espécie X. suspecta. B) Citoplasma basal da

célula digestiva da espécie X. frontalis.

s 3 : "v >
B o e P T A Y

Fonte: elaborado pela autora.

Ib: lamina basal; seta: labirinto basal; mi: mitocondria; cabeca-de-seta: reticulo endoplasmatico rugoso.
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As células digestivas sem microvilosidades contém mitocondrias, complexo de Golgi,
longas cisternas do reticulo endoplasmatico rugoso, vactiolos contendo material eletrolucente e
alguns autofagossomos espalhados pelo citoplasma. Na regido basal, ha o labirinto basal
associado a algumas mitocondrias. O nucleo possui cromatina descondensada em sua maior
parte (figura 14).

As células regenerativas, as quais estdo organizadas em ninhos, possuem citoplasma
com organelas em abundancia, como mitocondrias, complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico rugoso e autofagossomos. Os nucleos possuem cromatina com regides
condensadas e descondensadas. A regido citoplasmatica basal dessas células também contém
dobras da membrana plasmatica, formando os labirintos basais. Ainda, a musculatura pode ser
observada sob a lamina basal (figura 15).

A lamina basal, encontrada sob as células epiteliais, ¢ uma estrutura continua, podendo
apresentar ondulagdes e diferentes espessuras ao longo de seu comprimento. Ela ¢ formada por
uma matriz amorfa e ¢ contornada por elementos que podem ser vistos longitudinalmente

formando estrias, ou transversalmente, revelando estruturas poliédricas (figura 16).
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Figura 14 — Sec¢des longitudinais do citoplasma das células digestivas imaturas da por¢ao
mediana do intestino médio das espécies X. suspecta e X. frontalis, observadas por meio do

MET. A) Citoplasma da célula da espécie X. suspecta. B) Célula da espécie X. suspecta. C)

Citoplasma das células da espécie X. frontalis.

Fonte: elaborado pela autora.
mi: mitocondria; vl: vactiolo contendo material eletrolucente; rr: reticulo endoplasmatico rugoso; cg: complexo de

Golgi; af: autofagossomo.; nu: nucleo; 1b: lamina basal.
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Figura 15 — Sec¢des longitudinais do ninho de células regenerativas da por¢ao mediana do
intestino médio das espécies X. suspecta e X. frontalis, observadas por meio do MET. A)
Citoplasma de uma célula regenerativa da espécie X. suspecta. B) Labirinto basal presente em

célula regenerativa da espécie X. frontalis.

R

Fonte: elaborado pela autora.
Ib: 1amina basal; seta: labirinto basal; mi: mitocondria; mc: mtsculo circular; nu: niicleo; af: autofagossomo; cg:

complexo de Golgi; cr.
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Figura 16 — Secg¢des longitudinais da lamina basal presente no epitélio da por¢ao mediana do
intestino médio da espécie X. suspecta, observadas por meio do MET. A) Lamina basal com
espessura fina. B) Lamina basal possuindo ondulagdes e elementos da matriz posicionados
transversal e longitudinalmente. C) Lamina basal com ondulagdes e elementos da sua matriz

seccionados transversalmente.

Fonte: elaborado pela autora.

es: estrias; pe: elemento poliédricos; am: matriz amorfa.
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3.3.4 Plantas Utilizadas na Alimentacido das Abelhas

Para conhecimento das plantas utilizadas pelas espécies X. suspecta e X. frontalis como
fonte de alimento, foram identificados diversos graos de pélen no limen da por¢ao mediana do
intestino médio das abelhas.

Foram identificadas 3 plantas a nivel de género e 1 a nivel de familia no intestino médio
de X. suspecta. No intestino médio de X. frontalis, foram identificadas 2 espécies, 9 géneros e
3 familias (quadro 1). Nas figuras 16 e 17, alguns graos de polen sao mostrados. Contudo, em
ambas as espécies, nao foi possivel identificar todos os graos fotografados.

A maior parte dos graos de pdlen presentes no limen do intestino médio de ambas as
espécies de abelhas apresentaram-se integros, porém alguns tinham seu contetido digerido, mas
com o envoltério integro, ou extravasando do interior com o envoltorio rompido ou nao (figura

18).

Quadro 1 — Relagao dos graos de polen identificados na por¢ao mediana do intestino

médio das espécies X. suspecta e X. frontalis.

X. suspecta X. frontalis
Hyptis sp. Asteraceae
Luehea sp. Anadenanthera sp.
Melastomataceae Borreria sp.
Passiflora sp. Byrsonima sp.

Cajanus cajan
Chamaecrista sp.
Cuphea sp.
Hyptis sp.
Lamiaceae
Melastomataceae
Ocimum sp.
Passiflora sp.
Senna sp.
Trema micrantha

Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 16 — Seccdes longitudinais do limen da por¢ao mediana do intestino médio de X.
suspecta, mostrando alguns graos de polen. Coloragdo: HE. A) Grao de polen do género
Luehea. Magnifica¢ao: 1000x. Escala: 10 um. B) Grao de polen da familia Melastomataceae.
Magnificacao: 1000x. Escala: 10 um. C) Grao de podlen do género Passiflora. Magnificagao:
1000x. Escala: 10 pum. D) Grao de polen do género Hyptis. Magnificagdo: 1000x. Escala: 10

Fonte: elaborado pela autora.

lh: Luehea sp.; ml: Melastomataceae; ps: Passiflora sp.; hy: Hyptis sp.
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Figura 17 — Secg¢oes longitudinais do lumen da por¢do mediana do intestino médio de X.
frontalis, mostrando alguns graos de pdlen. Coloragao: HE. A) Graos de pdlen do género
Senna e da espécie Cajanus cajan. Magnificagdo: 1000x. Escala: 10 um. B) Graos de pdlen
da familia Melastomataceae e do género Passiflora. Magnificagao: 1000x. Escala: 10 um. C)

Graos de polen da familia Melastomataceae e do género Hyptis. Magnificagdo: 1000x. Escala:

10 um. D) Graos de polen da familia Melastomataceae e do género Borreria. Magnificagao:

1000x. Escala: 10 pm.

Fonte: elaborado pela autora.

sn: Senna sp.; ca: Cajanus cajan; ml: Melastomataceae; ps: Passiflora sp.; hy: Hyptis sp.; bo: Borreria sp.
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Figura 18 — Graos de polen presentes no limen das espécies X. frontalis e X. suspecta. A)
Grao de poélen integro do género Senna presente no limen do intestino de X. frontalis.
Coloragao: PAS e azul de bromofenol. Magnificacdo: 1000x. Escala: 10 pm. B) Grao de
poélen do género Senna com conteudo digerido presente no limen do intestino de X. frontalis.
Coloragao: PAS e azul de bromofenol. Magnificagdo: 1000x. Escala: 10 um. C) Grao de
polen do género Borreria com conteudo extravasando do interior, presente no lumen do
intestino médio de X. frontalis. Coloracao: HE. Magnificagcdo: 1000x. Escala: 10 um. D)

Graos de polen do género Passiflora integros e com o envoltorio rompido. Coloracdo: HE.

Magnificacao: 400x. Escala: 20 pm.

Fonte: elaborado pela autora.

3.4 DISCUSSAO

As espécies de abelhas X. suspecta e X. frontalis apresentam caracteristicas
morfologicas, histoquimicas e ultraestruturais semelhantes no intestino médio.
O intestino médio das espécies de abelhas X. suspecta e X. frontalis, em todas as suas

porcdes, ¢ composto por um epitélio simples, formado essencialmente por células digestivas



72

colunares e ninhos de células regenerativas, apoiados em uma lamina basal acidofila. Fibras
musculares circulares e longitudinais sdo encontradas contornando externamente o epitélio. Na
face interna, ha a matriz peritrofica envolvendo o alimento.

O epitélio presente no intestino médio das abelhas estudadas até o momento também ¢
do tipo colunar simples (Serrao e Cruz-Landim, 1996; Serrdo et al., 2008; Gongalves et al.,
2014; Domingues et al., 2023; Tadei et al., 2024), assim como nos demais insetos (Bution e
Caetano, 2010; Gomes et al., 2013; Li et al., 2018; Miguel-Aliaga et al., 2018; Bonelli ef al.,
2019). Contudo, em algumas espécies de insetos, o epitélio intestinal pode ser de tipos
diferentes, como ¢ o caso de duas espécies de percevejo, Cimex lectularius e Cimex pipistrelli,
as quais possuem a por¢ao posterior do intestino médio formado por epitélio cuboidal simples
(Rost-Roszkowska et al., 2017); ou a espécie de crisopideo Ceraeochrysa claveri, a qual possui
epitélio colunar pseudoestratificado (Scudeler e Santos, 2014; Scudeler et al., 2016; Scudeler
etal., 2022).

Além do tipo de epitélio, outras variagdes podem ocorrer no intestino médio dos demais
insetos, como a presenga de outros tipos celulares, como as células oxinticas observadas em
moscas (Miguel-Aliaga et al., 2018) e as goblet cells presentes em gafanhotos (Fathy e
El-Rahman, 2023); a auséncia de matriz peritrofica, como ocorre em muitas espécies de
besouros, ou a auséncia de células regenerativas, observada também em espécies de besouros,

como Stegobium paniceum e Neoclytus acuminatus (Nardi e Bee, 2012) (quadro 2).



Quadro 2 — Caracteristicas do epitélio do intestino médio de insetos de diversas ordens.
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Células regenerativas individuais

Matriz peritréfica

. L. ) N Goblet | Oxyntic/copper/cuprophilic (CRI)/Ninho de células . -
Referéncia Inseto Ordem Espécie Alimentacio do adulto . (MP)/Membrana Tipo de epitélio
cells cells regenerativas (NCR)/Bolsas . ilar (MPM)
regenerativas (BR) perimicroviiar
Plantas em
Miguel-Aliaga et al ., 2018 Mosca Diptera Adultos de Drosophila melanogaster decomposicdo, fungos, N N CRI MP Colunar simples
leveduras e bactérias
Brownet al., 1985 Mosquito Diptera Fémeas de Aedes aegypti Sangue N N CRI MP Colunar simples
Endo e Nishiitsutsuji-Uwo, 1981 | Borboleta | Lepidoptera Adultos de Pieris rapae Néctar N N CRI NC Colunar simples
Bution ef al., 2006 Formiga | Hymenoptera Operarias de Dolichoderus bispinosus o X N N NCR MP Colunar simples
Comida liquida (néctar,
. . Adultos de Cephalotes pusillus, Cephalotes exsudato floral, liquidos )
Bution e Caetano, 2010 Formiga | Hymenoptera chypeatus ¢ Cephalotes atratus extraidos de insetos) S N NCR MP Colunar simples
Raes e Verbeke, 1994 Abelha Hymenoptera Operarias de Apis mellifera Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Adultos de Scaptotrigona postica (mandaguari), Poélen (S. postica e T.
Serrdo e Cruz-Landim, 1996 Abelha Hymenoptera Trigona spinipes (Arapud) e Trigona hypogea spinipes ), organismos N N NC MP Colunar simples
(abelha-abutre) mortos (7. hypogea )
Gongalves et al ., 2014 Abelha Hymenoptera Operarias de Bombus morio Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Adultos de Apis mellifera Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Adultos de Melipona quadrifasciata anthidioides , , .
Serréo et al ., 2008 Abelha Hymenoptera (mandagaia) Néotar ¢ polen N N NC MP Colunar simples
Adultos de Euglossa townsendi Néctar e polen N N NC MP Colunar simples
Adultos de Bombus morio Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Operarias de Apis mellj Melij
Carneiro et al ., 2018 Abelha Hymenoptera peraras €e Apis 'fie ;/Tera ¢ Medpona Néctar e polen N N NC MP Colunar simples
quadrifasciata
Ceylanet al ., 2019 Abelha Hymenoptera Adultos de Apis mellifera caucasia Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Aratjo et al ., 2019; Farder-G
o e ae; al 2,02a1r oM Abelna Hymenoptera | Operarias de Partamona helleri (boca-de-sapo) Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Oliveira et al. , 2019 Abelha Hymenoptera | Operarias de Friesella schrottkyi (mirim-preguica) Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Moreira et al ., 2022 Abelha Hymenoptera Operarias de Apis mellifera Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
Tadei et al. , 2024 Abelha Hymenoptera Centris analis Néctar e polen N N NCR MP Colunar simples
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Células regenerativas individuais

Referéncia Inseto Ordem Espécie Alimentacio do adulto G:;;;t Oxyntic/copi e}Zcup rophilic mg(::n]:gﬂt;ifi::(;l:eclclé)l/l]l}l:sas I:/ll\’a[‘;’l;lzﬂ\}[’eerl::l;‘l;ﬁ:: Tipo de epitélio
regenerativas (BR) perimicrovitar (MPM)

Harpalus pennsylvanicus N N BR N Colunar simples

Haliplus sp. N N BR N Colunar simples

Tropisternus lateralis N N BR N Colunar simples

Ataenius sp. N N BR N Colunar simples

Cotinus nitida N N BR N Colunar simples

Carpophilus freemani N N BR N Colunar simples

Megalodacne fasciata Fungos N N BR N Colunar simples

Coccinellus septempunctata N N BR N Colunar simples

Nardi e Bee, 2012 Besouro Coleoptera Stegobium paniceum N N N N N Colunar simples

Tenebrio molitor Farinha de trigo N N BR N Colunar simples

Alphitobius diaperinus N N BR N Colunar simples

Diaperis maculata Fungos N N BR N Colunar simples

Neoclytus acuminatus N N N N N Colunar simples

Megacyllene caryae N N BR N Colunar simples

Diabrotica virgifera N N BR MP Colunar simples

Charidotella sexpunctata N N BR MP Colunar simples

Callosobruchus maculatus N N N BR N Colunar simples

Ips pini N N BR N Colunar simples

Nardiet al., 2010 Besouro Coleoptera Todas as fases de de:e::;;c{))l’\"ijmnto de Tenebrio Farinha de trigo N N BR N Colunar simples

Fialho et al ., 2009 Percevejo Hemiptera Adultos de Brontocoris tabidus Tecidos de plantas e animais N N NC MPM Colunar simples

Rocha et al ., 2014 Percevejo Hemiptera Adultos de Triatoma vitticeps Sangue N N NCR MP Colunar simples

Continuagio.
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Células regenerativas individuais

Matriz peritréfica

Goblet | Oxyntic/c Z hili i céluls
Referéncia Inseto Ordem Espécie Alimentagéo do adulto ool xynitic/coppercuprophitic (CRI)/!tImho de células (MP)Membrana Tipo de epitélio
cells cells regenerativas (NCR)/Bolsas . .
. perimicrovilar (MPM)
regenerativas (BR)
Adutltos de Cime: Colunar simples boidal
Rost-Roszkowska ef al. , 2017 Percevejo Hemiptera . ulos .e m“.X. X Sangue N N CRI MPM olmar q@ s ¢ cuboida
lectularius ¢ Cimex pipistrelli simples
Pulgdes, cochonilhas, moscas-brancas, ovos e
Scudeler e Santos, 2014; Scudeler ez al ., L, . > 4 4 .
2016; Scudeler et al., 2022 Crisopideo Neuroptera Adutltos de Ceraeochrysa claveri larvas de diversos outros insetos, além de vérios N N NCR MP Pseudoestratificado
artropodes de pequeno tamanho e de tegumento
mole (Almeida et al ., 2009)
Vacacela et al. , 2017 Crisopideo Neuroptera Adultos de Caraeochrysa cubana N N CRI MP Colunar simples
Wanderley-Teixeira et al ., 2006 Gafanhoto Orthoptera Adultos de Tropidacris collaris N N NCR MP Colunar simples
- Principalmente grama (Terra e Ferreira, 2020) -
Liet al., 2018 Gafanhoto Orthoptera Adultos de Gampsocleis gratiosa N N NCR MP Colunar simples
Fathy e El-Rahman, 2023 Gafanhoto Orthoptera Adultos de Locusta migratoria S N CRI MP Colunar simples
Biagio et al ., 2009 Grilo Orthoptera Adultos de Gryllodes sigillatus N N NCR MP Colunar simples
Onivoria (Terra e Ferreira, 2020)
Cakici e Ergen, 2012 Grilo Orthoptera Adultos de Melanogryllus desertus N N NCR MP Colunar simples
Robinson e S"‘Ck]la"dz’ 0119669‘ Majumdaret | o Dictyoptera Adultos de Periplaneta americana Onivoria NC N NCR MP Colunar simples
al.,
Continuagao.

Fonte: elaborado pela autora.
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Ainda, ha outro tipo de célula comumente descrito no intestino médio de abelhas, as
células enddcrinas, as quais desempenham papel no controle do peristaltismo, da digestao e da
diurese (Cruz-Landim, 2009). Essas células sdo encontradas exclusivamente na regido posterior
do intestino médio, como observado em abelhas sem ferrdo Melipona quadrifasciata
anthidioides (Neves et al., 2003) e Friesella schrottkyi (Oliveira et al., 2019), em abelhas
sociais, como Bombus morio (Gongalves et al., 2014) e Apis mellifera (Raes e Verbeke, 1994),
e em abelhas solitarias, como Centris fuscata (Santos et al., 2015). Na por¢do mediana do
intestino médio das abelhas aqui estudadas, essas células ndo foram observadas.

Dentre os insetos que possuem ninhos de células regenerativas no epitélio intestinal, a
organizagdo que exibem ¢ a mesma: os ninhos localizam-se na base do epitélio, estando abaixo
ou entre as células colunares, as quais tem a borda em escova voltada para o limen do 6rgao
(Bution et al., 2006; Cakici e Ergen, 2012; Oliveira et al., 2019; Farder-Gomes et al., 2021;
Scudeler et al., 2022). Nas espécies de abelhas aqui estudadas, a arquitetura ¢ diferenciada em
relagdo aos demais insetos, pois as células digestivas diferenciam-se a partir do ninho em
dire¢do ao lumen, formando varias camadas de acordo com seu grau de desenvolvimento, o
qual pode ser observado com o surgimento da borda em escova no interior de cavidades. Apenas
ao final do processo de diferenciagdo ¢ que as células digestivas projetam a borda em escova
para o lumen do 6rgdo. Apesar dessa organiza¢cao em camadas, todas as células digestivas estdo
em contato com a lamina basal e seus nticleos sdo alinhados, ao contrario do que ¢ observado
no epitélio pseudoestratificado (Junqueira e Carneiro, 2013).

Nas abelhas da espécie Apis mellifera, também ja foi encontrado um espaco extracelular
formado entre quatro células digestivas acima do ninho de células regenerativas, preenchido
com conteudo eletrodenso e microvilosidades (Raes ef al., 1994). Segundo os autores, o espago
extracelular forma-se pela fusdo de varios espacos menores que, inicialmente, contém algum
material eletrodenso; depois, granulos densos e, finalmente, as microvilosidades recém-
formadas. Ainda, observou-se que o complexo de Golgi produz pequenas vesiculas
eletrodensas, as quais podem ser encontradas em abundancia na borda dos espacos
extracelulares. Essas vesiculas sdo liberadas por exocitose para o espaco extracelular, formando
o material eletrodenso ali presente (Raes et al., 1994).

Raes et al. (1994) também verificaram que as vesiculas de secrecdo e o material
eletrodenso presente no espaco extracelular t€m a mesma eletropacidade; ainda, ambos sdo
positivos para glicosaminoglicanos e proteinas. Os espacos extracelulares foram marcados com
rodaminil-faloidina, provando a existéncia de F-actina e seu papel na formagdo das

microvilosidades (Raes et al., 1994).
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Em tragas (Lepisma saccharina e Thermobia domestica, ordem Thysanura), também foi
relatada a existéncia de estruturas denominadas vacuolos extracelulares entre as células
digestivas, possuindo material eletrodenso e microvilosidades (Rost, 2006).

Em ambas as espécies de abelhas aqui estudadas, as células digestivas da por¢ao
mediana do intestino médio, formadoras das cavidades, possuem vactiolos contendo material
eletrodenso, encontrados principalmente em seu citoplasma apical, e cisternas do complexo de
Golgi. Ainda, as cavidades possuem conteudo eletrodenso com a mesma opacidade observada
nos vacuolos, sendo ambos positivos ao PAS, indicando a presenca de carboidratos. Sendo
assim, os vacuolos eletrodensos podem estar contribuindo com a formacao do material presente
nas cavidades, o qual também pode ter papel na formacao das microvilosidades.

Além de carboidratos, as cavidades entre as células digestivas possuem proteinas, como
foi mostrado por meio da coloragdo Xylidine Ponceau, e sdo acidofilas, como indicado pela
coloracao HE.

As mesmas caracteristicas encontradas no citoplasma das células formadoras das
cavidades foram observadas nas células digestivas com as microvilosidades projetadas para o
limen do intestino médio. Sendo assim, os carboidratos presentes no citoplasma dessas células
podem ser componentes da matriz peritréfica, pois esta € constituida de proteinas e quitina, um
tipo de carboidrato, e podem indicar uma participa¢do na secre¢do da matriz peritrofica (Cruz-
Landim, 2009; Fialho et al., 2013; Teixeira et al., 2015).

Depositos lipidicos também foram encontrados no citoplasma de todas as células
digestivas, sendo raros nas células sem microvilosidades. Os lipidios, assim como o0s
carboidratos, sdo componentes essenciais da membrana plasmatica e sua presenca pode estar
relacionada com a formagdo das microvilosidades. Cisternas do reticulo endoplasmatico liso
também foram observadas no citoplasma perinuclear, o que indica a sintese de lipidios nessas
células (Li e Jing, 2020).

Ainda, no citoplasma apical, numerosas mitocondrias concentram-se sob as
microvilosidades. Essa organizagao sugere alta taxa de absor¢ao na regido mediana do intestino
médio, pois as microvilosidades aumentam a area da superficie celular, enquanto que as
mitocondrias permitem o mecanismo de transporte ativo de moléculas (Serrdo e Cruz-Landim,
1995; Serrao e Cruz-Landim, 1996). Isso ¢ necessario, pois as abelhas nao possuem ceco
gastrico, uma especializacdo do intestino médio para a absor¢do de nutrientes (Serrdo e Cruz-
Landim, 1995). Ainda, a presenca de autofagossomos no citoplasma apical indica a alta
atividade das células digestivas, uma vez que os autofagossomos participam na remog¢ao de

organelas danificadas e reciclagem de componentes intracelulares (Oliveira et al., 2019). Nao
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foram encontradas mitocondrias no citoplasma das microvilosidades das células digestivas,
como ocorre em goblet cells e em células oxinticas (Anderson e Harvey, 1966; Terra et al.,
1988).

No dominio basal do citoplasma das células epiteliais a membrana plasmatica dobra-se,
formando o labirinto basal. Nessa regiao, também foi observada a presenca de mitocondrias, as
quais estdo relacionadas ao transporte ativo de moléculas entre as células e a hemolinfa (Serrao
et al., 2008).

A lamina basal, como mostrou a coloracdo HE, ¢ uma estrutura acidofila composta por
carboidratos, uma vez que reagiu ao PAS, e proteinas, o que foi evidenciado pela coloragdo
Xylidine Ponceau. Ainda, foi observado que a ldmina basal possui subestruturas que formam
estrias, que em secg¢des transversais revelam-se poliédricas.

Em outras abelhas e demais insetos, a lamina basal apresenta-se inteiramente como uma
estrutura amorfa. Contudo, subestruturas formando padrdes também foram observadas na
lamina basal de insetos de outras ordens, como no mosquito Aedes dorsalis (Diptera) (Houk et
al., 1980) e em varias espécies de besouros (Coleoptera) (Holter, 1970).

A analise dos graos de polen presentes na face luminal da parte mediana do intestino
médio das abelhas das espécies X. suspecta e X. frontalis permitiu identificar algumas espécies
de plantas visitadas por essas abelhas. As plantas utilizadas sdo preponderantemente melitofilas,
ou seja, a polinizagdo ocorre por meio de abelhas ou outros himendpteros que se alimentam de
polen ou néctar (Silva, 2009). Plantas da familia Melastomataceae e do género Senna sp.
também foram encontradas no limen intestinal das abelhas, sendo plantas com anteras poricidas
(Silva, 2009). Ainda, graos de poélen do género Passiflora estiveram presentes no intestino
médio de ambas as abelhas, sendo pertencentes ao maracujid, uma planta de interesse
econdomico, na qual as abelhas do género Xylocopa tém grande importancia na poliniza¢do por
terem porte grande (Siqueira ef al., 2009; Varassim et al., 2012; Barrera et al., 2020).

A maior parte dos graos de pdlen presentes no limen do intestino médio apresentaram-
se integros; entretanto, alguns tinham sua estrutura modificada, como a cépsula rompida,
contetido interno ausente ou extravasando da capsula. Isso indica que houve digestdo de seus
componentes. Na espécie Apis melifera, ja foi observado que alguns graos de polen encontrados
no intestino médio podem ser digeridos (Klungness e Peng, 1984). Polissacarideos carboxilados
pressentes nos graos de polen sdo eficientemente digeridos e absorvidos; contudo, a
hemicelulose e os acidos pécticos presentes na parede dos graos sdo digeridos parcialmente,
enquanto que a celulose e a esporopolenina ndo sofrem digestao (Klungness e Peng, 1984).

Bactérias presentes no intestino das abelhas meliferas t€ém uma funcdo importante na
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degradacao da parede do polen (Zheng et al., 2019). Ainda, em uma investigacdo sobre os
efeitos dos graos de polen na longevidade e no peso de operarias da espécie Apis melifera na
presenca e na auséncia da microbiota intestinal, confirmou-se que a dieta adequada com graos
de polen em combinagdo com a presenca da microbiota tem um efeito positivo na saude das
operarias (Brown et al., 2022).

As caracteristicas do intestino médio observadas nas diferentes espécies de insetos
podem ter relacdo com sua histdria de vida, como hébitos sociais ou alimentares, principalmente
aquelas presentes na por¢cao mediana do intestino médio, uma vez que ¢ o principal local de
digestao e absor¢ao de nutrientes. As caracteristicas do canal alimentar de espécies de abelhas
ndo sociais, como X. suspecta e X. frontalis, precisam ser melhor investigadas para que
possamos entender os impactos de estressores ambientais, como os inseticidas, em sua

bionomia.

3.5 CONCLUSOES

As caracteristicas epiteliais do intestino médio das espécies de abelhas X. suspecta e X.
frontalis mostraram-se semelhantes entre elas e entre as demais espécies de abelhas. Contudo,
héa peculiaridades como a presenga de cavidades preenchidas com microvilosidades entre as
células digestivas em desenvolvimento e uma ldmina basal com elementos organizados. Os
graos de polen presentes no lumen do intestino médio dessas abelhas confirmam sua
importancia na polinizacao de espécies de plantas melitéfilas e com anteras poricidas. Ainda,
alguns desses graos foram encontrados digeridos, indicando serem parte da dieta das abelhas.
Sendo assim, as espécies X. suspecta e X. frontalis possuem caracteristicas morfologicas do
intestino inéditas que devem ser melhor estudadas para subsidiar avaliacdo de risco e a prote¢ao

desses organismos importantes na polinizagdo da vegetacao natural e cultivada.
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4 CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

As abelhas aqui estudadas, X. suspecta e X. frontalis, possuem caracteristicas
morfoldgicas do cérebro semelhantes aquelas ja relatadas para outras abelhas. Contudo,
algumas particularidades foram observadas, como o volume maior das neurdpilas dos corpos
pedunculados no cérebro da espécie X. frontalis, o que pode estar relacionado com sua biologia,
sendo por isso necessario o desenvolvimento de estudos que explorem essa possivel relagdo.

A caracterizacdo do epitélio do intestino médio das espécies X. suspecta e X. frontalis
revelou um arranjo celular inédito, sendo essencial a realizacdo de mais estudos sobre a
morfologia desse epitélio para a compreensdo da relagdo dessa organizagao celular com as
funcdes desempenhados pelo intestino médio dessas abelhas.

A presenga de polen digerido no limen do intestino médio das abelhas também oferece
informacdes importantes, pois indica que esse recurso floral também ¢ utilizado na alimentacao
dos adultos, além do néctar. Sendo assim, as espécies X. suspecta e X. frontalis podem ser
expostas aos agrotoxicos por meio desses dois recursos florais, refor¢ando a necessidade da
realizacgdo de estudos ecotoxicologicos com essas abelhas. Ainda, graos de polen também foram
observados aderidos no corpo das abelhas utilizadas nesta tese, principalmente nas escopas e
no toérax, o que evidencia que elas também podem ser expostas aos agrotoxicos por meio do
contato com o pdlen contaminado.

Logo, os dados do presente estudo reforcam a importancia de X. frontalis, e também
outras espécies como X. suspecta, como abelha de interesse para Avaliagdo de Risco Ecologico

no Brasil.



90

APENDICE — A

Distribui¢ao de ninhos artificiais para coleta de imaturos da espécie Xylocopa frontalis

Com o objetivo de realizar bioensaios ecotoxicoldgicos com imaturos da espécie
Xylocopa frontalis, foram distribuidos ninhos artificiais em diversos locais. Para isso, foram
selecionados colmos de bambus abertos em uma de suas extremidades, medindo
aproximadamente 20 cm de comprimento € com 1,5 a 3 cm de diametro (Marchi e Melo, 2010;
Pereira e Garofalo, 2010). Os ninhos artificiais foram alocados préximos as plantas de interesse
dessas abelhas, como maracujazeiro, abacateiro, goiabeira, urucuzeiro, quaresmeira entre
outras (figura 1) (Silva, 2009).

Em Sorocaba, os ninhos artificiais foram instalados na Universidade Federal de Sdo
Carlos (UFSCar-So) (n = 81) e no Sistema Agroflorestal Sitio Sdo Jodo (SAF) (n = 59). Na
cidade de Itu, eles foram alocados em propriedades particulares, sendo elas: Chacara do rosario
(n =10), Fazenda Capoava (n = 19), Fazenda Vassoural (n = 20), Fazenda Catavento (n = 39)
e em uma horta comunitaria (n = 10) (tabela 1). Os bambus foram limpos e inspecionados
periodicamente.

Durante um ano de observacao, os ninhos artificiais feitos com bambus foram ocupados
por diversos organismos, como formigas, aranhas e abelhas do género Centris. Contudo, ndo
houve a nidificacdo de abelhas da espécie X. frontalis, nao sendo possivel a realizagao dos

bioensaios ecotoxicoldgicos com os imaturos.
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Figura 1 — Alguns pontos de instalagdo dos ninhos artificiais. A) Planta¢ao de pitaya. B)

Maracujazeiro. C) Quaresmeira. D) Abacateiro. E) Arvore do género Senna. F) Hotel de

abelhas localizado em horta comunitaria.

Fonte: elaborado pela autora.

Tabela 1 — Locais de instalagdo dos ninhos artificiais.

Cidade | Local de instala¢do | Nimero de bambus Coordenadas
Sorocaba UFSCar 81 23°34'55.482" S, 47°31'29.622" W
SAF 59 23°35'16.786" S, 47°31'37.302" W
Itu Chacara do Rosario 10 23°14'35.298" S, 47°18'7.978" W
Fazenda Capoava 19 23°13'0.368" S, 47°10'57.526" W
Fazenda Vassoural 20 23°14'33.371" S, 47°17'4.266" W
Chacara Catavento 39 23°14'39.203" S, 47°8'51.054" W
Horta comunitaria 10 23°23'8.166" S, 47°20'52.944" W

Total 238

Fonte: elaborado pela autora.
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APENDICE - B

Criagao de abelhas adultas da espécie Xylocopa frontalis em laboratério

Com o objetivo de realizar bioensaios ecotoxicologicos com adultos da espécie
Xylocopa frontalis, foram coletadas fémeas na Universidade Federal de Sao Carlos, campus
Sorocaba (UFSCar-So), enquanto visitavam flores de maracujazeiro amarelo (Passiflora
edulis), o qual ¢ cultivado em horta sem aplicacao de agrotoxicos.

As coletas foram realizadas sempre das 12h00 as 15h00, horario de antese do
maracujazeiro amarelo e de maior visitagcdo dos polinizadores. Isso ocorre, pois, apos abertas,
suas flores voltam-se para cima e, cerca de 20 minutos depois, seus o0rgaos reprodutivos
alinham-se, estando, assim, preparados para a polinizagao (Silva et al., 2014) (figura 1). Ainda,
para atracdo dos polinizadores, um odor ¢ exalado e a quantidade de néctar ¢ aumentada (Silva
et al., 2014). Apos coletadas, as abelhas foram transferidas para potes plasticos individuais de
1L com perfuragdes para ventilacao e levadas ao Laboratorio de Ecotoxicologia e Analise de
Integridade Ambiental da UFSCar-So.

No laboratério, as abelhas permaneceram na estufa de incubag¢do do tipo B.O.D.
(Biochemical Oxygen Demand) em condi¢gdes controladas de temperatura e umidade (26°C +
1°C, 70% + 10% respectivamente, no escuro), sem alimento, por volta de 1 hora antes do inicio
dos testes.

Apo6s o periodo de 1 hora para a aclimatacgdo, as abelhas foram realocadas para as gaiolas

de teste in vitro.
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Figura 1 — Flores de maracujazeiro amarelo logo apds a antese. A) Flor com o 6rgdo
reprodutor feminino voltado para cima. B) Flor com os 6rgaos masculino e feminino quase

totalmente alinhados. C) Abelha do género Xylocopa visitando a flor de maracujazeiro.

Fonte: elaborado pela autora.

Para os testes, foram desenvolvidos dois tipos de gaiolas. Para o primeiro tipo, foram
utilizados potes de plastico redondos de 1 L com tampa, medindo 12 cm de diametro e 14,4 cm
de altura. Para a ventilagdo, foram feitos 23 furos de 0,5 cm de didmetro em toda a lateral.
Ainda, foi feito um furo (tamanho ndo padronizado) para encaixe do alimentador. Papel filtro
foi colocado no chao da gaiola para absor¢ao da sujeira (figura 2).

Como alimentadores, foram utilizados dois tipos: 1. frasco de plastico com tampa e
fundo conico, tipo Eppendorf, de 1,5 mL, no qual foi feito um furo de 0,3 cm de didmetro para
dar acesso ao alimento e sua superficie lixada para evitar que a abelha deslize enquanto se
alimenta; 2. seringa de 3 mL.

Foram destinadas 3 abelhas para os potes com os alimentadores do primeiro tipo e 4
abelhas para os potes com os alimentadores do segundo tipo. Com a finalidade de treinar as

abelhas a encontrar o xarope no alimentador, antes de serem transferidas para os potes, elas
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foram estimuladas a estender suas proboscides, colocando-se uma gota de xarope (45% actcar
cristal, 55% 4agua filtrada) proxima as maxilas, com uma micropipeta de 10 pl ou com uma
pipeta Pasteur de 3 ml. Com a probdscide estendida, a abelha foi direcionada ao alimentador
para que encontrasse o furo que da acesso ao alimento (Tadei et al., 2022).

Durante os testes, a todas as abelhas foi disponibilizado, ad libitum, xarope 45% (45%
acucar cristal, 55% agua filtrada), sendo esta a concentracdo média encontrada no néctar de
variedades de maracuja (Cobra ef al., 2017).

As abelhas permaneceram na estufa incubadora B.O.D. (26°C + 1°C, 70% + 10% de
umidade, no escuro) durante todo o periodo de teste. O consumo de xarope e a quantidade de

individuos vivos foram verificados diariamente.
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Figura 2 — Gaiolas confeccionadas com potes de plastico de 1 L seus respectivos
alimentadores. A) Gaiola com alimentador confeccionado com frasco de plastico tipo
Eppendorf. B) Gaiola com seringa de 3 mL, utilizada como alimentador. C) Alimentador

confeccionado com frasco de plastico, tipo Eppendorf. D) Abelha no interior da gaiola,

alimentando-se no frasco tipo Eppendorf.

A B

Fonte: elaborado pela autora.

O segundo tipo de gaiola foi baseado no modelo desenvolvido para as abelhas sociais
Bombus terrestris (OECD, 2017). Para isso, utilizou-se tubos de pléstico de 50 mL com fundo
conico, tipo Falcon, com 2,7 cm de diametro e 11,5 cm de altura, contendo, em uma
extremidade, uma tampa de rosquear com 5 perfuracdes de 0,5 cm de diametro para entrada de
ar e, na outra, um furo (tamanho nao padronizado) com pétalas de poliéster brancas ou rosas
coladas em volta para encaixe do alimentador, sendo este uma seringa de 3 mL. Todo o interior
do tubo foi lixado para gerar atrito a abelha enquanto se desloca (figura 3). Um total de 4 abelhas
foi utilizado e nenhuma foi treinada a encontrar o furo do alimentador, ja que este tipo de gaiola
limita a abelha a andar apenas em direcao ao furo que da acesso ao xarope ou em diregdo a

tampa.
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Assim como no outro modelo de gaiola, durante os testes, disponibilizou-se as abelhas
xarope 45% ad libitum. Elas também permaneceram na estufa incubadora B.O.D. (26°C + 1°C,
70% =+ 10% de umidade, no escuro). Ainda, o consumo de xarope e a quantidade de individuos

vivos foram verificados diariamente.

Figura 3 — Gaiolas confeccionadas com tubos de pléstico de 50 mL, tipo Falcon, e seringa de
3 mL utilizada como alimentador. A) Tubo com furos na tampa para ventilagao e no fundo
para encaixe do alimentador. B) Tubo com seu interior lixado e pétalas no local de encaixe do

alimentador. C) Seringa de 3 mL utilizada como alimentador. D) Abelha no interior do tubo,

alimentando-se.

Fonte: elaborado pela autora.

Para averiguar o consumo diario (C) de xarope, cada alimentador foi pesado, antes e
depois de serem disponibilizado as abelhas, para obtengao das massas inicial (mi) e final (mf),
respectivamente, as quais foram subtraidas. Ainda, calculou-se a média de evaporagdo do
xarope (me). Para isso, tréplicas vazias de cada modelo de gaiola desenvolvido, contendo
alimentadores preenchidos com xarope 45%, foram deixadas na estufa incubadora B.O.D. junto
as gaiolas contendo as abelhas. As massas iniciais e finais desses alimentadores também foram
subtraidas e a média desses valores foi calculada. Desse modo: € = mi — mf —me

Os valores do consumo diario de xarope resultantes em g foram convertidos para pL.

Para isso, 1.000 pL de xarope foram pesados por trés vezes para calculo da média das massas
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(mm). Os consumos em gramas foram multiplicados por 1.000 e o resultado dividido pela média
da massa de 1.000 pL de xarope, ou seja: x = C X 1.000 +~ mm.

Para testar o pote de 1 L com frascos alimentadores tipo Eppendorf (Pote 1), foram
utilizadas 3 abelhas. Dessas, apenas 1 respondeu ao estimulo para encontrar o xarope no
alimentador, tendo consumido 85,25 puL de xarope em 24 horas e sobrevivido por 4 dias. As
demais, ndo se alimentaram e sobreviveram por menos de 1 dia.

Nos potes de 1 L com seringas de 3 mL (Pote 2), das 4 abelhas utilizadas, apenas 1
respondeu ao estimulo para encontrar o alimento, consumindo 13,99 uL de xarope em 24 horas.
Em relagdo as outras abelhas, apenas 1 alimentou-se, consumindo 4,99 uL de xarope em 24
horas. A sobrevivéncia de todas as abelhas foi de apenas 2 dias.

A dificuldade em estimular a maioria das abelhas a encontrar o alimento deveu-se ao
fato de que todas elas se agitavam muito quando retiradas da incubadora, voando em diregdo a
luz, o que complicou a manipulagdo delas com a pinga entomologica. Ainda, quando colocada
uma gota de xarope proxima as antenas ou a probdscide, elas afastavam as antenas ou viravam
a cabega. Muitas também seguravam a pipeta com as mandibulas e com as pernas. Sendo assim,
tal procedimento se mostrou estressante para essas abelhas, o que pode ter influenciado no
consumo de xarope. Uma pétala de flor de quaresmeira (7ibouchina sp.) foi colocada proxima
ao furo de acesso ao xarope em todos os alimentadores, como um atrativo. Porém, nao foi
suficiente para estimular as abelhas a se alimentarem. Ainda, um cubo de madeira foi
adicionado nos potes para descanso.

Nos tubos tipo Falcon, dos 4 individuos utilizados, apenas 1 ndo consumiu xarope. As
quantidades de consumo de xarope foram 11,40 uL, 93,02 uL e 97,35 uL em 24 horas. Apesar
disso, o tempo de sobrevida foi de apenas 2 dias.

Na tabela 1, pode-se observar todos os valores de consumo de xarope por dia em cada

pote testado.
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Tabela 1 — Consumo diario (C) de xarope (uL) nos diferentes tipos de gaiolas testadas.

C1 C2 C3 C4

Pote 1

Abelha 1 85,25 0 0 0

Abelha 2 0 - - -

Abelha 3 0 - - -
Pote 2

Abelha 1 0 0 - -

Abelha 2 13,99 0 - -

Abelha 3 0 0 - -

Abelha 4 4,99 0 - -
Tubo

Abelha 1 11,4 0 - -

Abelha 2 93,02 0 - -

Abelha 3 0 0 - -

Abelha 4 97,35 0 - -

Fonte: elaborado pela autora.

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que nenhum modelo de gaiola foi apropriado
para a realizagdo de bioensaios ecotoxicoldgicos, pois as abelhas devem permanecer vivas e
alimentando-se em quantidades razoaveis por pelo menos 48 horas, sendo este o tempo minimo

de observagao ap6s exposi¢ao oral ao agrotoxico (OECD, 2017).
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APENDICE - C

Avaliagao da viabilidade celular de fragmentos do intestino médio expostos ao imidacloprido

Diante da dificuldade para coletar individuos imaturos de abelhas do género Xylocopa
ou individuos adultos em niimero suficiente para a realizagdo de ensaios ecotoxicologicos,
optou-se pela avaliacdo dos efeitos do imidacloprido na viabilidade celular de fragmentos do
intestino médio de abelhas da espécie X. frontalis.

Para a obtencao dos fragmentos do intestino médio, foram coletadas 6 fémeas da espécie
X. frontalis durante forrageamento em flores do maracujazeiro. No laboratorio, cada uma das
abelhas foi crioanestesiada e esterilizada em etanol 70% por 1 minuto, liquido de Dakin por 2
minutos e etanol 70% por 3 minutos. Por fim, as abelhas foram lavadas de 3 a 5 vezes em
solugdo salina balanceada de Hanks (HBSS). Sob estereomicroscopio (Leica EZ4HD), o
intestino médio foi, entdo, dissecado por meio de uma incisdo em cada extremidade, obtendo-
se a porcao mediana do 6rgdo, a qual foi fragmentada em 6 partes (figura 1 — A). Durante a
dissecagao, o interior da cavidade abdominal foi lavado com HBSS contendo antibioticos.

Os fragmentos adquiridos apds a disseccdo do intestino médio foram colocados
individualmene em uma placa de cultivo celular de 48 pogos (figura 1 — B). Dos 6 fragmentos,
3 foram colocados em pocos contendo 100 pL. de meio de cultivo celular (9 mL de meio
Leibovitz; 1 mL de meio de suplemento para inseto; 100 puL. de antibidticos) e 10 puL de
imidacloprido (50 ng/ul), sendo o grupo exposto; e os outros 3 foram colocados em pogos
contendo apenas o meio de cultivo celular, sendo o grupo controle. Ainda, 3 pogos foram
designados para o controle negativo, contendo apenas meio de cultivo celular, e outros 3
ficaram vazios. Para cada grupo, foram testados os tempos de 2 horas (X. frontalis =3) e 4 horas
de incubacgdo (X. frontalis = 3). Segundo Cruz-Landim (2009), na espécie de abelha Apis
mellifera, o xarope demora de 1 a 2,5 horas para chegar no intestino médio, dependendo da
casta, podendo permanecer nesta regido por até 6 horas.

Durante a incubagdo, a placa de cultivo celular contendo os fragmentos permaneceu
dentro de uma caixa acrilica hermética (Nalgene), a qual foi alocada em estufa B.O.D. (28°C +
1°C, 70% = 10% de umidade) (figura 1 — C).

Ap0s as 2 e 4 horas estabelecidas, foram adicionados 200 pL do reagente CellTiter-
Glo® 3D Cell Viability Assay nos pogos, exceto nos vazios, ¢ a placa foi transferida para o
equipamento lumindmetro para leitura da viabilidade celular, sendo que as células vivas liberam

ATP que ¢ detectado e quantificado (concentracao) pelo equipamento.
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Para verificar a morfologia dos fragmentos do intestino médio apds os tempos de
incubagdo, sem agrotoxico, foram incubados 3 fragmentos por 2 horas e 3 fragmentos por 4
horas. Os fragmentos foram processados para inclusdo em resina histologica e microtomia
(micrétomo Leica RM2255). As secgdes adquiridas foram coradas com Hematoxilina e Eosina
para observagdo ao microscopio optico de campo claro (Olympus SC30) e fotodocumentacao

(Software Olympus cellSens Entry 1.14)

Figura 1 — Procedimentos para a obtengdo e incubacao dos fragmentos da por¢ao mediana do
intestino médio de X. frontalis. A) Por¢ao mediana do intestino médio dissecada. B) Placa de

cultivo celular, contendo pogos com fragmentos (seta). C) Caixa hermética na estufa BOD.

oy S

Fonte: elaborado pela autora.

A leitura da placa de cultivo celular no lumindmetro mostrou que as células

permaneceram vidveis nos tempos de 2 e 4 horas, expostas ou ndo ao imidacloprido (tabela 1).
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Tabela 1 — Numero de células viaveis apds 2 e 4 horas de incubagdo nos respectivos grupos:
exposto (fragmento, 100 uL de meio de cultivo celular e 10 pL de imidacloprido na
concentracao de 50 ng/ul) e controle (fragmento e meio de cultivo celular). Os pogos
designados para o controle negativo foram preenchidos apenas com meio de cultivo celular. O
numero de células viadveis também esta representado pelo espectro de cores, indo do vermelho

(mais células viaveis) ao lilas (menos células viaveis).

2 horas

I Controle -
Abelha 1 8,57E+05 1,63E+03 3,93E+02
Abelha 2 6.84E+05 6.63E+05 9.25E+05 8.49E+05 143E+06 2,99E+03 9,46E+02
Abelha 3 6,60E+05 2 39E+05 1,16E+06 531E+04 7.62E+04 847E+05 133E+03 6.80E+02

Controle +~

4 horas
Exposto | Controle +~ I Controle -
Abelha 1 535E+05 1,27E~06 JISGER06] 1.60E+05 3.98E+05 3,34E+05 2,85E+03 2.41E+03 3.11E+03 6.10E+02
Abelha 2 2.63E+05 1.12E+05 224E+05 115E+05 8,16E+04 321E+05 297E+04 2.65E+03 3.02E+03 5.20E+02
Abelha 3 2.82E+05 2.65E+05 3.48E+05 5.91E+05 2.28E+05 2.89E+05 3.92E+03 3.38E+03 3.33E+03 1.76E+02

Fonte: elaborado pela autora.

A andlise histologica dos fragmentos incubados apenas com meio de cultivo corrobora
a leitura da placa no lumindmetro, pois o 6rgdo exibiu, em ambos os tempos, organizagao
tecidual integra, estando as camadas de musculo longitudinal e circular posicionadas
externamente, os ninhos de células regenerativas na base do epitélio com as células digestivas
acima, estendendo-se em direcao ao limen (figura 2).

Contudo, a comparagao do nimero de células vidveis entre os grupos exposto e controle
positivo ndo foi possivel, pois é necessario padronizar o numero de células por fragmento

(microtecido) cultivadas em cada grupo.
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Figura 2 — Secc¢des longitudinais de fragmentos da por¢ao mediana do intestino médio de X.
frontalis incubados com meio de cultivo celular. Coloracdo: HE. A) Epitélio intestinal apos 2
horas de cultivo in vitro. Magnificag@o: 400x. Escala: 20 um. B) Epitélio intestinal apds 4

horas de cultivo in vitro. Magnificagao: 400x. Escala: 20 um.

b SN . ] 3 R /8 DA %

Fonte: elaborado pela autora.

ml: muasculo longitudinal; mc: muasculo circular; cr: células regenerativas; cd: células digestivas.
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Venho por meio desta solicitar a mudanca de titulo do projeto de doutorado "Criacéo in vitro
de Xvlocopa (Hymenoptera, Apidae, Xylocopini) para avaliacao dos efeitos neurotoxicos de doses
subletais de imidacloprido em imafuros" da aluna Kyl Assaf, R.A. 28610164 e CPF 368.917.848-75.

A solicitagdo de mudanca deve-se ao fato de que a coleta de imaturos nio pode ser realizada,
pois os bambus disponibilizados para a nidificagio das abelhas nao foram nidificados. Sendo assim,
a pesquisa sera realizada com abelhas fémeas adultas coletadas em atividade de v6o nas flores. Além
disso, os objetivos gerais e especificos foram reorgamizados. incluindo-se a caracterizagao do
mtestino médio em adi¢do a do cérebro, bem como sua ultraestrutura, ja que verificamos que o
intestino médio das abelhas do género Xviocopa tem caracteristicas histologicas diferentes daquelas
descritas para a espécie modelo Apis mellifera. Também, sera feita uma avaliacdo da viabilidade das
celulas intestinais apos exposicao ao imidacloprido em condig¢oes 7n vifro, por meio do equipamento
Iuminometro adquirido no projeto tematico da Fapesp. Portanto, o novo titulo sera: "Caracterizagiao
morfoldgica do cérebro e do intestino médio de abelhas do género Xylocopa para avaliacao dos efeitos

da exposi¢do ao imidacloprido”.
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