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“O futuro da abelha jandaira serd escrito por
noés e pelas proximas geragdes. O maior
desafio sera neutralizar os efeitos das
mudancgas climaticas, j& em curso. Para isso,
contamos com um exército de abelhas
adaptadas aos locais de origem e o suporte
para reconstrucdo ambiental trazido pelo
conhecimento cientifico e pelo tradicional, um
ao lado do outro. E pela unido de todos em
torno do uso sustentavel ¢ da conservagao das
abelhas.”

Vera Lucia Imperatriz-Fonseca



RESUMO

A abelha jandaira, Melipona subnitida, ¢ uma abelha sem ferrdo que ocorre em toda a
extensao do bioma Caatinga. Adaptada a temperaturas mais elevadas, baixa precipitacao anual
e elevado indice de radiacdo, essa abelha desenvolveu estratégias para sobreviver ao
ambiente. Porém, devido a sua alta especializacdo, qualquer variagdo ambiental pode
ocasionar mudancas fisiologicas que acarretem problemas ao seu processo reprodutivo. Com
a previsao do aumento da média de temperatura do bioma Caatinga em 4 ° C, sdo necessarios
estudos que busquem identificar como a espécie reagird fisiologicamente a essa mudanga.
Dessa forma ¢ essencial o emprego de ferramentas de diagnostico que permitam compreender
a biologia reprodutiva da abelha jandaira mediante elevagdes de temperatura. O trabalho
objetivou estudar a qualidade dos espermatozoides na espermateca de rainhas na espécie de
abelhas sem ferrdo (Melipona subnitida) identificando o efeito da elevagdo da temperatura
sobre a motilidade e viabilidade desses espermatozoides. Durante o estudo, foram produzidas
e coletadas dezoito rainhas fisogéstricas (fecundadas e com abdomen dilatado, devido ao
desenvolvimento do aparelho reprodutor) um més apds fecundacao. Desses individuos, seis
foram submetidos a 30 °C, seis a 32 °C e seis a 34 °C em estufas incubadoras D.B.O. Apos 24
horas na temperatura experimental, as rainhas foram sacrificadas e suas espermatecas foram
extraidas por meio de dissecacdo. As espermatecas foram maceradas em 20 pL de solucdo
fisiologica e o material obtido foi submetido as analises de viabilidade e motilidade. As
analises revelaram que as abelhas expostas as temperaturas mais elevadas apresentam menor
viabilidade e motilidade dos espermatozoides armazenados em suas espermatecas (viabilidade
média: 30 °C: 81,2 + 15,1 %; 32 °C: 74,5 £ 10,2 %; 34 °C: 35,8 + 16,1%; motilidade média:
30 °C: 52 £ 21,4% ;32 °C: 55 £ 10,5%; 34 °C: 7,5 £ 9,8%). Com as previsdes que
demonstram um cenario de aumento de 4° C na temperatura do bioma, a reproducao e
dispersao natural da espécie pode estar criticamente ameagada devido a queda no nimero de
inviduos produzidos por rainhas que passaram pelo extresse fisiologico de um pico elevado de

temperatura.

Palavras-chave: Melipona. Espermatozoides. Mudangas Climaticas. Conservagao.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrao (Apidae, Meliponini) sdo um grupo de abelhas eussociais com
distribuicao pantropica (MICHENER, 1974). A maioria dos meliponineos ocorre nos
neotropicos, com cerca de 250 espécies descritas no territorio brasileiro (CAMARGO;
PEDRO, 2013). Melipona subnitida, popularmente conhecida como abelha jandaira, ¢ uma
abelha sem ferrao nativa do bioma Caatinga (ZANELLA; MARTINS, 2003; CAMARGO;
PEDRO, 2013; ZANELLA; CARVALHO, 2017), sendo considerada uma espécie-chave para
aregido (FERRAZ et al., 2008). Adaptada a temperaturas elevadas, baixa precipitacdo anual e
elevado indice de radiagdo, caracteristicas inerentes a Caatinga (AGUIAR et al., 2002;
PENNINGTON et al., 2000), essa abelha desenvolveu estratégias para sobreviver em meio
das adversidades do ambiente (MAIA-SILVA et al, 2015). Uma das adaptacdes
desenvolvidas pela abelha jandaira para sobreviver as altas temperaturas desse bioma ¢ a
nidificagdo em ocos de certas espécies de arvores nativas (CAMARA et al., 2004; MARTINS
et al., 2004), que fornecem um isolamento térmico suficiente do ninho em relagdo ao
ambiente externo (SEDGELEY, 2001). Além desse mecanismo passivo de termorregulagao
(JONES; OLDROYD, 2007), M. subnitida utiliza de mecanismos ativos para regular o
ambiente térmico do ninho, como por exemplo a ventilagdo, para evitar temperaturas criticas

para o desenvolvimento da cria (FERREIRA et al., 2017; SILVA et al., 2017).

Porém, por ser adaptada ao clima da regido semiarida, onde ha baixa variagdo e alta
estabilidade na temperatura ambiental ao longo do ano (MAIA-SILVA et al., 2015; TORRES
et al., 2017), esses mecanismos ativos dessa abelha ndo sdo muito desenvolvidos ou
eficientes, assim como na maioria das espécies de meliponineos (JONES; OLDROYD, 2007).
Consequentemente, a temperatura do ninho pode variar de acordo com a temperatura
ambiental (FERREIRA et al., 2017; SILVA et al., 2017). Mas, na situagdo climatica atual e
devido a estabilidade térmica da regido, a variagdo térmica na area de cria ¢ pequena, com
temperaturas médias oscilando entre 28 a 32 °C ao longo do ano (FERREIRA, 2014). Ao
contrario dos machos e operarias da espécie, as rainhas de M. subnitida, s6 saem uma Unica
vez ao ambiente externo para a copula (JAFFE et al., 2014) e permanecem o resto da sua vida
dentro do ninho, especificamente na regido dos discos de crias (SOMMEIJER, 1985), dessa

forma estdo altamente aclimatadas as variagdes minima de temperatura dentro do ninho.

O aumento da temperatura ambiental da Caatinga e, por consequente, o aumento da

temperatura interna do ninho podem acarretar sérios danos a reproducao da espécie. Silva e
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coautores (2017) identificaram, que a rainha interrompe a postura de ovos assim que o
ambiente do ninho atinge temperaturas elevadas. Portanto, devido a sua alta especializagao,
qualquer variagdo ambiental pode ocasionar mudancas fisioldgicas nas rainhas de M.
subnitida, que acarretem problemas ao seu processo reprodutivo, como visto em abelhas
meliferas, Apis mellifera (PETTITS et al., 2016). Com a previsdo do aumento da média de
temperatura do bioma Caatinga por 4 °C até o fim desse século (ACOSTA et al., 2017,
TORRES et al., 2017), sdo necessarios estudos que busquem identificar como as espécies

desse bioma reagirao fisiologicamente a essa mudanga.

Torna-se essencial o emprego de ferramentas de diagndstico que permitam compreender
a biologia reprodutiva da abelha jandaira mediante elevacdes de temperatura (MENESES et
al., 2014). Entre as ferramentas para avaliar a biologia reprodutiva de abelhas podemos
destacar o estudo da viabilidade espermatica (propor¢ao de espermatozoides vidveis em
relacdo aos invidveis), uma importante ferramenta de avaliacdo da qualidade do sémen
(COLLINS; DONOGHUE, 1999; DEN BOER et al., 2009; BAER et al., 2016). Outra
ferramenta empregada ¢ identificacdo da motilidade espermatica, classificagdo da capacidade

de deslocamento dos espermatozoides (WERNER; SIMONS, 2008).

Em abelhas, a analise de sémen pode ser utilizada para determinar a qualidade dos
machos reprodutivos de uma espécie como também a qualidade das fémeas fecundadas
(KOFFLER et al., 2016; PIEPLOW et al., 2017; JENKINS; GUZMAN, 2018). As fémeas
férteis das abelhas sociais, conhecidas como rainhas, possuem o6rgaos de armazenamento de
espermatozoides no qual eles sdo mantidos viaveis até a fertilizagdo, esse 6rgao ¢ denominado
espermateca (PITNICK et al., 1999). As rainhas de M. subnitida copulam com apenas um
unico macho durante toda sua vida reprodutiva e armazenam estes espermatozoides em suas
espermatecas, mantendo-os vidveis por todo seu periodo de produgdo de crias (HUNTER;
BIRKHEAD, 2012; JAFFE et al., 2014; KOFFLER et al., 2016). A qualidade desses
espermatozoides armazenados na espermateca estd diretamente relacionada a homeostase das
rainhas (BAER et al., 2009; PETTIS et al., 2016; PAYNTER et al., 2017). Assim, qualquer
elevacao de temperatura pode ocasionar desregulacdes fisiologicas nas fémeas férteis, que
resultem na menor qualidade do sémen armazenado, levando a queda da viabilidade e
motilidade dos espermatozoides. Avaliando os cenarios previstos para o futuro do bioma
Caatinga, um aumento significativo de 4° C na temperatura pode interferir negativamente no
sucesso reprodutivo de M. subnitida e sua qualidade espermdtica pode ser comprometida

devido a elevagdo da temperatura do ambiente ocasionada pelas mudancas climéticas.
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Com isso, o presente trabalho teve como objetivo estudar a qualidade dos
espermatozoides na espermateca de rainhas em M. subnitida e tentar identificar o efeito da
elevacao da temperatura sobre a motilidade e viabilidade desses espermatozoides. Esperava-se
que abelhas rainhas submetidas a temperaturas acima do normal mostram uma reducdo na

qualidade de seus espermatozoides, o que poderia prejudicar sua capacidade reprodutiva.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 PRODUCAO DE MINICOLONIAS DE MELIPONA SUBNITIDA

Ao longo do experimento foram produzidas 8 minicolonias de M. subnitida. Em cada
minicolonia foram introduzidos dois favos de cria maduros, identificados através de sua
coloracdo amarelo clara, com cerca de 10 cm de didmetro cada. Os favos foram colocados em
cima de uma base de pilares de cera para evitar o contato direto com a madeira das caixas.
Adicionalmente entre 30 a 40 de abelhas operarias recém-eclodidas foram colocadas nas
minicolonias, destinadas aos cuidados € manutengao dos favos de cria. Posteriormente foram
disponibilizados no interior de cada minicolonia cera de Apis mellifera (abelha africanizada),
copos de café descartaveis contendo xarope de agucar 50% como alimento energético
(VILLAS-BOAS, 2012) e potes semiartificiais de pélen como alimento proteico
(VENTURIERI et al., 2015). Durante os 10 dias iniciais as minicolonias foram mantidas
fechadas para evitar a interferéncia de algum inimigo natural ao experimento (ROUBIK,
1989; MAIA-SILVA et al., 2013). Foi registrado o desenvolvimento de cada minicolonia e a
eclosdo das rainhas virgens. Apos a eclosdo, as minicolonias foram abertas, o que possibilitou
a saida das rainhas para o voo nupcial. Apds a fecundacao a rainha desenvolve seus ovarios e
dilata seu abdome (fisogastria) indicando o inicio da postura de ovos (VENTURIERI, 2009).
Apds o desenvolvimento das rainhas fisogastricas, processo que durou em média trinta dias,
elas foram coletadas e submetidas as andlises. Entre fevereiro de 2016 a agosto de 2018 as
minicolonias foram observadas, e a cada 30 dias uma rainha fisogastrica jovem era coletada e
destinada as andlises. Apds a retirada da rainha, cada minicolonia utilizada permaneceu 30
dias em observagdo e foi acompanhado o desenvolvimento de uma nova rainha fisogastrica

para ser utilizada.
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2.2 EXPOSICAO DE RAINHAS DE MELIPONA SUBNITIDA A DIFERENTES
TEMPERATURAS

Apos atingirem a fisogastria, as rainhas foram coletadas através de gaiolas de captura
artesanais. Adicionalmente foram coletadas quatro operarias para cada rainha com o objetivo
de propiciar sua corte e alimentagdo, ja que a rainha necessita de operarias para alimenta-la

(MICHENER et al., 1974; SAKAGAMI et al., 1982; VILLAS-BOAS, 2012).

No Laboratorio de Ecologia Comportamental da Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA) cada grupamento de cinco abelhas (uma rainha mais quatro operarias)
foi posto em uma pequena gaiola feita de madeira de 1,8 centimetros de espessura e com
dimensdes 14 x 06 x 14 cm, com suas laterais recobertas de tela (voil 100% poliéster) e foram
fornecidos 5 ml de xarope de agucar 50% em pequenos recipientes contendo algodao. Seis
grupamentos experimentais foram submetidos a 30 °C (grupo controle, T30), seis a 32 °C
(grupo experimental 1, T32) e seis a 34 °C (grupo experimental 2, T34) por 24 horas em
estufas incubadoras D.B.O (Novatecnica NT 703) para simular uma temperatura limitrofe (32
°C) e um aumento de 2 °C acima da temperatura limitrofe (34 °C) em relagdo ao padrao de
temperatura média encontrado nos discos de crias em volta de aproximadamente 30 °C
(FERREIRA, 2014; FERREIRA et al., 2017; SILVA et al., 2017). Ap6és de 24 horas foram
avaliados o comportamento e a sobrevivéncia das rainhas e os individuos foram retirados da
incubadora. O comportamento das rainhas foi definido como (i) sem anomalias, (ii) agitagao

ou (ii1) letargia, dependendo do respectivo estado de cada individuo.

2.3 EXTRACAO, COLETA E ANALISE DO MATERIAL BIOLOGICO

As extragdes ¢ analises do material obtido foram feitas no Laboratério de
Conservagdo de Germoplasma Animal (LCGA) da Universidade Federal Rural do Semi-

Arido (UFERSA).
2.3.1 Extracao e coleta das espermatecas das rainhas fisogastricas
Apos retirada da incubadora, as rainhas foram dissecadas seguindo o protocolo de

Dade (1994) com o auxilio de um estereomicroscopio (Wild/Leica® M3Z), tesoura

oftalmologica (Abc®) placas de isopor 8 x 8 cm e alfinetes entomoldgicos n° 1 (Ento
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Sphinx®) sem uso de protocolo anestésico para evitar qualquer interferéncia quimica
proveniente da anestesia no metabolismo dos espermatozoides (MACKENSEN, 1947;
PETTIS et al., 2016). Primeiro cortou-se a cabega da rainha, depois as asas e as pernas.
Posteriormente alfinetou-se o torax na posicao dorsoventral para fixar seu corpo a base de
isopor. Depois de fixada alfinetou-se o ultimo segmento abdominal dorsoventralmente na
regido anal deixando o abdomen imovel para ser cortado. Com cuidado e precisdo foram
cortados os esternos longitudinalmente do ultimo ao primeiro segmento abdominal (Figura
1A). As regides cortadas foram alfinetadas e as visceras abdominais expostas (Figura 1B).
Apbs a exposicdo das visceras localizou-se a espermateca (pequena esfera branca) nos
segmentos finais do abdomen (Figura 1C), ela foi coletada com a ponta de um alfinete. Cada
espermateca coletada foi macerada em um microtubo contendo 20 pl de solucdo fisioldgica

(COLLINS; DANOGHUE, 1999), o material obtido foi submetido as analises.

Figura 1 — Dessecacdo de rainhas de Melipona subnitida. (A) Abertura do abdomen
longitudinalmente. (B) Rainha alfinetada com as visceras abdominais expostas. (C)

Localizagdo da espermateca, indicado pela seta.

Fonte: Kewen Santiago (2017).

2.3.2 Analise da viabilidade espermatica

Para avaliar a viabilidade dos espermatozoides seguiu-se o protocolo de Collins e
Danoghe, (1999) com adaptagdes. Em um microtubo foram adicionados 5 pl do macerado
obtido, em seguida foram adicionados 4 pl de solugdo Hoechst 33342 a 0,04 pg/mL, apds 5
minutos foi adicionado mais 1 pl de solucao de lodeto de propideo a 0,5 pg/mL e aguardou-se

trés minutos. Logo em seguida o material foi analisado em microscopio de fluorescéncia com
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camera acoplada (Olympus® DP72), foram analisados 100 espermatozoides por amostra e

calculada a porcentagem dos espermatozoides vidveis e inviaveis (Figura 2).

2.3.3 Analise da motilidade espermatica

A motilidade espermatica pode ser analisada de forma subjetiva através de um
avaliador treinado ou utilizando-se de métodos mais sofisticados, através da analise de sémen
assistida por computador (AL-LAWATI et al. 2009; CIERESZKO et al., 2017). Neste
experimento, a metodologia classica descrita por Kaftanoglu e Peng (1984) foi utilizada para
a andlise da motilidade dos espermatozoides. Devido a natureza da célula espermatica,
alongada, filamentosa e sem cabeca nuclear perceptivel dos espermatozoides de M. subnitida
(veja APENDICE), as metodologias tipicamente usadas em mamiferos domésticos (avaliago
da motilidade assistida por computador) ndo foram possiveis (JENKINS; GUZMAN, 2018).
Os espermatozoides se movem em ambientes liquidos e sua motilidade ¢ determinada pela
interacao do flagelo ondulante com o meio circundante (MOORE; TAGGART, 1995).

A forma de se caracterizar a motilidade encontrada em insetos ¢, de certa maneira,
diferenciada da forma de classificacio da motilidade de espermatozoides dos mamiferos
domésticos (LECEWICZ et al., 2016; QIU et al., 2016; ROTA et al., 2018). Diferentemente
dos mamiferos de producdo que possuem em sua maioria 0 movimento progressivo de seus
espermatozoides (CBRA, 2013), a motilidade dos espermatozoides dos insetos apresenta um
padrao de movimento helicoidal duplo caracterizado pela presenca de duas ondas flagelares
sobrepostas, sendo uma onda de grande amplitude e baixa freqliéncia e outra de pequena
amplitude e alta freqiiéncia (BACCETTI, 1973). Para o estudo foram destinados 5 pl do
macerado obtido para andlise em microscopia 6tica com aumento de 100 vezes (Eclipse E200,
Nikon®) A motilidade da amostra foi classificada como ausente ou presente e quantificada a
porcentagem de espermatozoides moveis em todo o campo visual (KAFTANOGLU; PENG,
1984). Esta etapa do procedimento foi executada sempre pelo mesmo avaliador objetivando

minimizar os erros por subjetividade.
2.3.4 Analise estatistica
A viabilidade e a motilidade dos espermatozoides foram comparadas entre os

tratamentos experimentais (30, 32, 34 °C) através de analises de variancia (one way ANOVA)

com analise post hoc através do teste de comparagdes multiplas de Holm-Sidak. O nivel de
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significancia para diferengas estatisticas foi P < 0,05. No texto, médias sdo representados

como médias aritméticas + desvio padrao.

Figura 2 — Espermatozoides de Melipona subnitda marcados com iodeto de propideo e
hoescht 33342. Em vermelho espermatozoide invidvel marcado com iodeto de propideo, em

azul espermatozoide viavel marcado com Hoescht 33342.

Fonte: Kewen Santiago (2016).

3 RESULTADOS

3.1 COMPORTAMENTO E MORTALIDADE DAS RAINHAS

Diferentemente dos individuos dos grupos experimentais submetidos a 30 e 32 °C,
que nao desenvolveram nenhuma anormalidade durante o tratamento térmico, as rainhas
submetidas a uma temperatura de 34 °C desenvolveram comportamentos atipicos (Figura 3).
Apdés 24 horas nas estufas incubadoras alguns individuos apresentaram agitagdo

(comportamento frenético, andando por toda a estrutura da gaiola com rapidez sem entrar em
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contato por trofolaxia com nenhum individuo de corte, N = 2 rainhas; 33%) ou letargia
(Comportamento inerte com movimentos das pernas quase inexistentes, sem contato por
trofolaxia com as operarias de corte, N = 1 rainhas; 17%). A taxa de mortalidade das rainhas
expostas a 34 °C foi de 33 % (N = 2 rainhas). Apenas 17 % dos individuos desse grupo
experimental (N = 1 rainha) ndo desenvolveram nenhuma anomalia em comparagdo com as

rainhas dos outros tratamentos térmicos.

Figura 3 — Analise da sobrevivéncia e comportamento de rainhas de Melipona subnitida apos
submetidas a 24 horas em diferentes temperaturas. (A) Sobrevivéncia de rainhas de M.
subnitida ap6s tratamentos térmicos. (B) Anomalias encontradas em rainhas de M. subnitida

expostas a 34°C durante 24 horas.
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A viabilidade espermatica de M. subnitida diferiu significativamente entre os
tratamentos térmicos (one way ANOVA, F = 27915, P < 0,001). Os espermatozoides
submetidos a temperatura de 30 ° C (T30), temperatura encontrada no interior dos ninhos
dessa espécie de abelha, apresentaram viabilidade média de 81,2 + 15,1 %. O grupo
submetido a temperatura de 32 ° C (T32) apresentou viabilidade média de 74,5 + 10,2 %. Nao
foi encontrada diferenga estatistica entre os grupos T30 e T32 (teste de comparacdes multiplas
Holm-Sidak, P = 0,424, Figura 4A). Foi observada uma reducdo elevada no ntimero de

espermatozoides vidveis presentes nas amostras submetidas a temperatura de 34 °C (T34,
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viabilidade média = 35,8 £ 16,1 %). A viabilidade espermatica nesse tratamento mostrou
diferengas significativas em relacdo aos outros dois tratamentos térmicos (teste de Holm-

Sidak, P < 0,001, Figura 4A).

Semelhante a viabilidade espermadtica, a motilidade espermatica de M. subnitida
diferiu significativamente entre os tratamentos térmicos (one way ANOVA, F = 19,196, P <
0,001). Quando submetidos a 30 e 32 °C, os espermatozoides apresentam motilidade média de
52+ 21,4 % (T30) e 55 + 10,5 % (T32), respectivamente. Nao houve diferenca significativa
entre esses dois tratamentos térmicos (teste de Holm-Sidak, P = 0,732, Figura 4B). Porém, a
motilidade espermatica caiu para 7,5 + 9,8 % quando as rainhas foram submetidas a 34 °C por
24 horas (Figura 4B). Essa diferengca na motilidade entre o tratamento T34 em relagdo aos
outros dois grupos experimentais foi estatisticamente significativa (teste de Holm-Sidak, P <

0,001, Figura 4B).

Figura 4 — Qualidade espermatica de 18 rainhas de Melipona subnitida (N = 6 individuos por
tratamento) expostas a 30, 32 ou 34 °C por 24 horas. (A) Viabilidade espermatica. (B)
Motilidade espermatica. Box plot: caixa indica distribuicdo de 50% dos valores (entre os
percentis 25% e 75%), linha horizontal continua indica a mediana, linha horizontal tracejada
indica a média, as hastes delimitam a distribui¢do entre os percentis 10% a 90 % dos valores.
As letras sobre as barras indicam diferencas significativas (one way ANOVA, teste de

comparagdes multiplas Holm-Sidak, P < 0,05).
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4 DISCUSSAO

Nesse estudo foi demonstrada uma reducdo significativa da qualidade dos
espermatozoides estocados nas espermatecas de rainhas de M. subnitida quando essas foram
expostas a uma temperatura de 34 °C por 24 horas. Visto que essa temperatura experimental
foi apenas 2 °C acima das temperaturas médias encontradas naturalmente dentro dos ninhos
dessa espécie de abelha sem ferrdao (FERREIRA, 2014; FERREIRA et al., 2017), a redugao da
qualidade espermatica junto com o aumento da mortalidade das rainhas encontrado nos
experimentos indica que um pequeno aquecimento ambiental pode causar efeitos dramaticos
sobre a sobrevivéncia das colonias dessas abelhas. Portanto, dado um aumento da temperatura
por 4 °C na Catinga previsto até o fim desse século (MARENGO et al., 2007; ACOSTA et al.,

2017), o futuro de M. subnitida nesse bioma ¢ ameagado.

4.1 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A QUALIDADE DOS ESPERMATOZOIDES

Naturalmente, a temperatura média dentro dos ninhos de M. subnitida varia entre 28
°C a 32 °C (FERREIRA, 2014; FERREIRA et al., 2017). Devido a reduzida eficiéncia de
mecanismos ativos de termorregulagdo, a temperatura do ninho varia de acordo com a
temperatura do ambiente externo (FERREIRA, 2014; FERREIRA et al., 2017; SILVA et al.,
2017). Assim, qualquer aumento da temperatura externa causa um aumento da temperatura
interna, o que, a partir de certo ponto critico, pode provocar problemas fisiologicas para as
abelhas (JONES; OLDROYD, 2007; AYTON et al., 2016). Em um experimento, em qual
colonias de jandaira foram expostas a temperaturas ambientais perto de 50 °C, Silva e
coautores (2017) observaram uma redu¢do da producdo de cria logo apdés o aumento da
temperatura. Os resultados do presente estudo agora indicam que essa parada abrupta de
postura da rainha pode estar diretamente relacionada com uma interferéncia na fisiologia do
individuo e consequente comprometimento da viabilidade dos espermatozoides armazenados

na espermateca.

No presente estudo, os espermatozoides estocadas nas espermatecas das rainhas
expostas temperaturas naturalmente encontradas nos ninhos de M. subnitida (30 e 32 °C)
apresentaram viabilidade média de aproximadamente 80 %. Esses valores indicam que em
condigdes naturais essas fémeas conseguem manter a homeostase do material seminal

proveniente dos machos com que copularam. Nessas condi¢des térmicas controladas, a
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viabilidade espermatica variou entre 72 a 94 %. Essa variabilidade pode estar associada a
variagdo individual entre as fémeas em manter espermatozoides viaveis (BAER et al., 2012)
ou a qualidade do semen dos machos com quem copularam (ROUSSEAU et al. 2015). A
auséncia de diferenca significativa entre a vibilidade encontrada entre os tratementos de 30 °C
e 32 °C ¢ um indicativo de que ¢ possivel manter a integridade dos espermatozoides
armazenados na espermateca apos exposi¢cao a uma temperatura supostamente limitrofe para
as rainhas (FERREIRA, 2014). Os individuos submetidos a temperatura mais elevada (34 °C)
apresentaram taxas de viabilidade significativamente inferiores em relacdo aos grupos
submetidos as temperaturas de 30 e 32 °C. Essa queda na viabilidade podem estar relacionada
a satde da rainha submetida a uma temperatura ndo favordvel e ao potencial de
desestabilizacdo da membrana plasmatica dos espermatozoides promovido pela a elevagao da

temperatura (PETTIS et al., 2016; BUNDGAARD, 2017).

Em 30 e 32 °C, aproximadamente a metade dos espermatozoides mostrou motilidade
(52 e 55 %). Esses valores médios de motilidade espermatica podem estar relacionados ao
sitema de acasalamento de M. subnitida e ao comportamento encontrado em abelhas sociais
de usarem apenas pequenas quantidades de semen para fertilizarem seus ovos (BAER et al.,
2016). Devido ao fato que as rainhas do género Melipona acasalarem com apenas um unico
macho (ENGELS; IMPERATRIZ-FONSECA, 1990; JAFFE et al., 2014; KOFFLER et al.,
2016) nao ha competicdo entre os espermatozoides sobre a fertilizagdo dos ovos e,
consequentemente, altas taxas de motilidade ndo sdo imperativas para o sucesso reprodutivo
(WERNER; SIMONS, 2008). Além disso, a motilidade de espermatozoides pode atuar como
uma sinalizag¢do para as rainhas indicando o inicio do processo de fisogastria e postura, como
mostrado em mariposas, onde a presenca de motilidade na espermateca fornece o sinal para as
fémeas cessarem a atividade de acasalamento e iniciarem a atividade de postura

(LACHANCE et al., 1978).

Quando expostas a 34 °C, a motilidade dos espermatozoides estocadas nas
espermatecas das rainhas de M. subnitida caiu para menos que 10 %. Esse resultado ¢ um
indicativo que qualquer alteragcdo na homeostase do semen armazenado pode ocasionar
prejuizos ao seu sucesso reprodutivo (BAER et al., 2009). Outra hipotese provavel ¢ que o
aumento da temperatura interfira diretamente no funcionamento da maquinaria enzimatica
nescessaria para manter o metabolismo energético dos espermatozoides dentro da
espermateca (AL-LAWATI et al., 2009), como consequéncia da capacidade metabodlica

reduzida os espermatozoides reduzem sua motilidade.
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4.2 PREVISOES FUTURAS

Por ser adaptada a um ambiente com baixa variacdo térmica durante todo ano, a
abelha jandaira desenvolveu mecanismos de regulacdo interna do ninho primitivos quando
comparados aos mecanismos desenvolvidos pela espécie Apis mellifera, proveniente de
ambientes com alta amplitude térmica anual (JONES; OLDROYD, 2007;
STABENTHEINER et al., 2010; FERREIRA et a., 2017). Devido ao seu potencial de
termorregulagdo ativa, 4. mellifera apresenta maior resisténcia a possiveis alteracdes
climaticas ambientais do que M. subnitida e outras abelhas sem ferrdo, que t€ém como
principal estratégia de termorregulacao a escolha de um local termicamente estavel para
nidificar (JONES; OLDROYD, 2007; FERREIRA et al., 2017).

As previsdes das mudangas climéaticas para a Caatinga até 2080 indicam um aumento
médio da temperatura na regido entre 3,1 ¢ 4,6 °C (MARENGO et al., 2007; ACOSTA et al.,
2017, TORRES et al.,, 2017). Devido a reduzida eficiéncia de termorregulagdo ativa, a
temperatura média dentro dos ninhos das abelhas sem ferrdo nesse bioma aumentara de
acordo com o aumento da temperatura externa. Assim, mesmo o cenario menos negativo, com
um aumento de 3,1 °C, resultard em temperaturas na area de cria que, segundo os resultados
do presente estudo, podem ser consideradas criticas para a qualidade dos espermatozoides
estocados nas espermatécas das rainhas de M. subnitida. Com isso, a reprodugdo e dispersao
natural da espécie pode estar criticamente ameacada devido a queda no numero de inviduos
produzidos por rainhas que passaram pelo extresse fisioldgico de um pico elevado de

temperatura (PETTIS et al., 2016; SILVA et al., 2017).

Aliado a elevagdao da temperatura ambiental, outra ameacga para M. subnitida ¢ o
desmatamento indiscriminado da vegetagdo silvestre utilizada pela espécie para a nidificagao
(MARTINS et al., 2004; FREITAS et al., 2009). A abelha jandaira costuma nidificar em ocos
de arvores antigas, espessas € lenhosas, isolantes térmicos que as protegem das variagdes de
temperatura (DERBY; GATES, 1966; ROUBIK; 1989; SEDGELEY, 2001; CARVALHO et
al., 2014). Com o desmatamento, ¢ crescente a dificuldade enfrentada pela espécie para
encontrar locais ideais a nidificagdo, dessa forma a jandaira ¢ obrigada a nidificar em ocos de
arvores mais jovens, menos espessas € com menor protecdo térmica, ou seja, estdo mais

sujeitas as variagdes de temperatura do ambiente (JONES; OLDROYD, 2007; FERREIRA et
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al., 2017). Sem o isolamento térmico ideal e com o aumento previsto da temperatura na
Caatinga, sdo altas as chances da espécie ndo conseguir manter seu padriao de reproducdo e
dispersdo, estando dessa forma criticamente ameagada. E de extrema importincia a
conservagao da vegetacdo nativa da caatinga para permitir a amortizacdo do impacto do

aumento da temperatura do ambiente sobre a reprodugdo de M. subnitida.
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APENDICE — CARACTERIZACAO DOS ESPERMATOZOIDES DE Melipona

subnitida

A nivel de complementacao dos dados obtidos através da motilidade e viabilidade,
foram também analisados a concentragdo e a morfologia dos espermatozoides de todas as
amostras analisadas.

O método tradicional e mais empregado de quantificagdo de espermatozoides faz uso
de dilui¢des da amostra com posterior analise em camara de contagem de células (COBEY et
al., 2013). E um método empregado para quantificar o germoplasma utilizado em biotécnicas
reprodutivas, como a inseminacdo artificial e a criopreservagdo (HOPKINS et al., 2016;
PIEPLOW et al., 2017). Para avaliar a concentracdo de espermatozoides seguiu-se o protocolo
de Menezes et al., (2014) com adaptagdes. Uma aliquota de 5 pl do material bioldgico
proveniente do macerado da espermateca foi diluida em 1000 pl e analisada em camara de
Neubauer. Foi encontrado uma média de 1.733.300 + 798.808 espermatozoides por
espermateca de rainhas de M. subnitida. Vale ressaltar que todas as rainhas utilizadas no
experimento tinham em média 30 dias de vida desde a sua eclosdo, ou seja, eram rainhas
recém-fecundadas e portadoras de toda a carga de espermatozoides de apenas um macho
(KOFFLER et al., 2016). Outra razao para o experimento ser conduzido com rainhas jovens
na faixa etaria de um més de vida se deu devido a alta disparidade encontrada entre a
concentracdo de espermatozoides nas espermatecas de rainhas jovens e rainhas velhas
(PETTITS et al., 2016), o que poderia interferir diretamente no estudo proposto.

Para a caracterizacdo morfologica e morfométricas dos espermatozoides foram feitas
laminas contendo 5 pl do macerado da espermateca mais 5 pl do corante fixador rosa de
bengala na concentracdo 15 ug/mL analisadas em microscopio dptico com camera acoplada
(LEICA DM 2500). Foram mensurados 100 espermatozoides por lamina, seu comprimento
aferido através do software LAS V4.0 (figura 5). O espermatozoide de M. subnitida apresenta
formato, dimensdes e estruturas similares aos de outros Hymenoptera sendo caracterizados
como uma célula filamentosa (filiforme), na qual se distingue uma cabe¢a € uma cauda com o
mesmo didmetro. Os espermatozoides mensurados apresentaram comprimento total de 95,2 +
4,3 pm. Sua cabeca ¢ formada pelo acrossoma e nucleo, e a cauda por um flagelo e dois

derivados mitocondriais (CRUZ-LANDIM, 2009).
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Figura 5 — Espermatozoide de Melipona subnitda corado com rosa de bengala, aumento de

400 vezes.

20 im

Fonte: Kewen Santiago (2016).
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