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Resumo Geral 
 

O principal papel das abelhas na natureza é a polinização de 

angiospermas, com papel fundamental na manutenção da diversidade biológica, 

bem como na produção de alimentos de modo geral. As abelhas brasileiras sem 

ferrão (Meliponini), polinizam de 40 a 90% das árvores nativas e estão presentes 

em todo o mundo, sendo o Brasil o principal representante dessas abelhas. A 

espécie Melipona scutellaris (popularmente conhecida como uruçu do Nordeste) 

está distribuída na região da Zona da Mata, ocorrendo desde a Bahia até o Rio 

Grande do Norte. O entendimento sobre a diferenciação de castas em Melipona 

scutellaris é um aspecto extremamente importante para a conservação e manejo 

dessa abelha, principalmente no Brasil.  
Em 1950, Kerr propôs um modelo, para explicar a diferenciação de casta 

em Melipona, de dois genes/dois lócus, de modo que larvas duplo heterozigotas, 

quando bem alimentadas, desenvolvem-se em rainhas e larvas mal alimentadas 

ou homozigotas para esses genes, tornam-se operárias, em consequência de 

baixa produção de Hormônio Juvenil.  

Para a organização social da colônia e desempenho adequado dos papéis 

das castas e sexos, as abelhas apresentam um elaborado sistema olfatório, do 

qual a antena é o principal órgão sensorial, abrigando grande diversidade de 

sensilas. As sensilas têm papel na comunicação química intra e interespecífica, 

atuando como  receptores de compostos químicos no ar, como os feromônios, 

levando à respostas comportamentais característico de indivíduos, espécies, 

famílias ou gêneros.  

No segundo capítulo apresentamos, de acordo com as imagens de 

microscopia de eletrônica de varredura, um padrão heterogêneo de distribuição 

das sensilas ao longo da antena. Os principais tipos de sensilas identificados 

nas antenas de M. scutellaris foram: tricóide, basicônica, placóide, celocônica, 

ampulácea e campiniforme, sendo que as sensilas tricóides e placóides foram as 

mais abundantes em todas as castas e sexo. As sensilas ampulácea e 

celocônica foram encontradas apenas nos flagelômeros distais das fêmeas e 
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campiniformes e basicônicas não foram encontradas nas antenas de macho 

analisadas. As larvas LPD apresentaram estruturas morfologicamente 

semelhantes à sensilas, com poros em sua base, em diversas regiões da área 

analisada, que podem representar uma importante porta de entrada de 

compostos voláteis presentes no alimento larval que possam ativar genes 

envolvidos na diferenciação de castas de Melipona scutellaris. 

No terceiro capítulo, nós detectamos transcritos, clonamos e 

sequenciamentos os genes MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 e MscuOBP8 

em larvas de M. scutellaris. Selecionamos um anticorpo monoclonal por phage 

display que nos permitiu detectar a proteína MscuOBP8 nos estágios L2, L3 (1-

3), LPD e LD do desenvolvimento larval. A estrutura 3D da proteína MscuOBP8 

apresentou cavidade interna composta por aminoácidos hidrofóbicos 

corroborando com sua função carreadora de compostos hidrofóbicos tais como, 

substâncias voláteis. 

Neste contexto, este trabalho apresenta a morfologia da antena de 

adultos e, principalmente, da porção anterior de larva do estágio pré-defecante 

do desenvolvimento (sensível à ação do hormônio juvenil) e também a 

caracterização de genes e proteínas do sistema olfatório em larva de Melipona 

scutellaris a fim de correlacioná-los com o mecanismo de diferenciação de 

castas em Melipona scutellaris proposto por Kerr. 
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Abstract 
 

The main role of bees in nature is pollination of angiosperms, because of it 

bees are responsible for biological diversity maintenance and food production as 

well. Brazilian stingless bees (Meliponini) pollinate 40-90% of native trees and 

are found worldwide, wherein Brazil is the main representative of these bees. 

The Melipona scutellaris species (popularly known as the “uruçu do nordeste”) is 

distributed geographically from Bahia to Rio Grande do Norte State, in the Zona 

da Mata region. The understanding of caste differentiation in Melipona scutellaris 

is extremely important for conservation and management of this bee. 

In 1950, Kerr proposed the model two genes/two-locus to explain the 

caste differentiation in Melipona; when well fed double heterozygous larvae 

develop into queens and underfed larvae or homozygous for these genes 

become workers, as a result of low production of Juvenile Hormone.  

Antennae is the main organ of bee olfactory system playing an important 

role in mantaining of colony social organization and in the performance of caste 

and sexes as well. The antennae houses a great diversity of sensilla, which are 

very important to bee chemical communication as receptors of compounds in the 

air such as pheromones, leading to typical behavioral responses of individuals, 

species, genera or families. 

The second chapter we show the results from scanning electron 

microscopy which demonstrates a heterogeneous distribution pattern of sensilla 

along the antenna. The main types of sensillum found in the antennae of M. 

scutellaris were: trichodea, basiconica, placodea, coeloconica, ampullacea and 

campaniformia. The most abundant sensilla found were trichodea and placoid in 

both castes and sexes. The ampullacea and coeloconica sensilla were found 

only in the distal flagellomeres of females and campiniformes and basiconica 

sensilla were not found in the analyzed antennae male. Larvae pre-defecant 

showed structures that are morphologically similar to sensilla. These structures 

has pores at its base and were found in many parts of the head area, which may 

represent an important gateway of volatile compounds from the larval food. 
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These compounds, possibly can activate genes involved in caste differentiation 

of Melipona scutellaris. 

The third chapter introduces the detection, cloning and sequencing of 

transcripts of the MscuCSP2, MscuCSP6, MscuOBP4 and MscuOBP8 genes 

from Melipona scutellaris larvae. We detected the MscuOBP8 protein in the L2, 

L3 (1-3), LPD LD larval stages of development using a monoclonal antibody 

selected by phage display. The 3D structure of the MscuOBP8 protein showed 

an internal cavity composed of hydrophobic amino acids confirming its binding 

function to hydrophobic compounds such as volatile substances.  

According to our data, the morphology of the head and especially adult 

antenna of the pre-defecating larvae (stage responsive to the action of juvenile 

hormone) and also the caracterization of genes and proteins of olfactory system 

in larvae of Melipona scutellaris can be correlated with caste differentiation 

mechanism in Melipona scutellaris proposed by Kerr. 
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Capítulo I 

FUNDAMENTAÇÃO	
  TEÓRICA	
  

 

1. Introdução 
 

1.1 Abelhas (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) e seu papel na natureza  
 

Os animais são classificados taxonomicamente de acordo com suas 

características morfológicas, comportamentais e caraterísticas genéticas 

conforme o esquema abaixo:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
O grupo dos himenópteras é considerado um dos maiores e mais 

diversificado dentro da classe Insecta, apresentando cerca de 115.000 espécies 

descritas e está estimado em abrigar de 1.000.000 a 3.000.000 de espécies. 

Seus representantes são: vespas, formigas e as abelhas (Sharkey, 2007).  

As abelhas são, taxonomicamente, classificadas em: 
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Reino: Animalia 

Filo: Arthropoda 

Classe: Insecta 

Ordem: Hymenoptera 

Subordem: Apocrita 
Superfamília: Apoidea 
Família: Apidae 

 
As abelhas pertencem à superfamília Apoidea que se subdivide em 8 

famílias: Colletidae, Erenidae, Oxaeidae, Halictidae, Melittidae, Megachilidae, 

Anthophoridae e Apidae. A família Apidae, por sua vez, subdivide-se em cinco 

subfamílias: Andreninae, Apinae, Colletinae, Halictinae e Megachilinae, sendo 

que a Tribo Meliponini, abriga todas as abelhas sem ferrão (Camargo e Pedro, 

2013). 

O grupo dos Meliponini encontra-se distribuído mundialmente, nas 

Américas do Sul e Central, África, Austrália, Indonésia, Índia e Malásia, nas 

zonas Tropical e Subtropical, com 34 gêneros e mais de 300 espécies descritas 

(Camargo e Pedro, 2013), sendo o Brasil o principal representante dessas 

abelhas. As abelhas do gênero Melipona são encontradas desde o México à 

Argentina e com maior diversidade na bacia amazônica (Silveira et al., 2002; 

Camargo e Pedro, 2013). A espécie Melipona scutellaris (popularmente 

conhecida como uruçu do Nordeste) está distribuída na região da Zona da Mata, 

ocorrendo desde a Bahia até o Rio Grande do Norte (Camargo e Pedro, 2013).  

O papel das abelhas na natureza é, particularmente, a polinização, sendo 

fundamentais na reprodução da maioria das plantas; e estão intimamente ligadas 

à produção de sementes e, consequentemente, frutos. As abelhas brasileiras 

sem ferrão polinizam de 40 a 90% das árvores nativas; e os 10% restantes são 

polinizados por abelhas solitárias e outros insetos, água, vento, aves e alguns 

mamíferos (Kerr et al., 1996).  

A polinização animal, especialmente aquela realizada pelos insetos, é de 

extrema importância para reprodução sexuada das plantas selvagens e, 
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principalmente, de cultivares na agricultura. A maioria das culturas, 

principalmente frutas, vegetais e grãos, dependem ou aumentam 

consideravelmente sua produção quando polinizadas por abelhas da espécie 

Apis mellifera “domesticadas” ou abelhas selvagens, assim como bumblebees 

(Hein, 2009).  

Os insetos são os principais polinizadores de monoculturas, sendo a 

abelha Apis mellifera o polinizador economicamente mais importante em todo o 

planeta (Klein et al., 2007). Das principais culturas consumidas diretamente pelo 

homem 70% dependem de polinizadores (Klein et al., 2007), sendo que 84% das 

culturas cultivadas na Europa dependem diretamente da polinização por insetos, 

principalmente por abelhas (Williams, 1994).  

A crescente necessidade de polinizadores pela agricultura faz da 

polinização por insetos (especialmente abelhas) um serviço comercial e uma 

prática na produção de alimentos pelos produtores em todo o mundo 

(Lautenbach et al., 2012). 

Um mapa da produção e do valor econômico agregado pela polinização foi 

feito por Lautenbach e colaboradores (2012), demonstrando que a agricultura de 

países como USA e Rússia tiveram um aumento na dependência pelo serviço de 

polinização, enquanto Brasil e China diminuíram essa dependência em torno de 

5%. Contudo, quando analisado os benefícios globais trazidos pela polinização, 

foi observado que, os países como USA, China, Índia, Koréia, Turquia, Itália, 

Grécia, partes da África, partes do Brasil, Argentina, Cuba e Costa Rica foram os 

que apresentaram maior ganho, em termos econômico-agroindustriais, com a 

polinização. 

Culturas tais como a soja tem um ganho na produção de até $490 (dólares 

americanos) por hectare (Paraná e Rio Grande do Sul, no Brasil, na região do 

cinturão do milho nos USA, Argentina, Índia e China); até $1.500 por hectare 

para o algodão; até $2.000 por alqueire para maçã e $1.500 para pêra 

(principalmente nos USA e Rio Grande do Sul, no Brasil); até $600 por alqueire 

para amêndoas (principalmente na Califórnia, nos USA); até $550 por alqueire 
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para o cacau (inclusive na Bahia, no Brasil) e até $2.000 por alqueire para o café, 

principalmente em Minas Gerais, no Brasil (Lautenbach et al., 2012).  

As abelhas, especialmente as abelhas nativas, são extremamente 

importantes na polinização de morangos, contribuindo com 1.12 bilhões de 

dólares americanos dos 2.90 bilhões de todo o comércio de morangos na Europa 

em 2009 (Klatt et al., 2014). Klatt e colaboradores (2014) observaram também 

que as abelhas nativas foram os principais polinizadores de nove espécies de 

morangos estudadas. Os frutos oriundos de flores  polinizadas pelas abelhas 

tiveram sua qualidade melhorada (diminuição das más formações, maior 

intensidade de cor, diminuição dos efeitos da senescência apresentando menor 

quantidade da razão açúcar/ácido); aumento do peso em mais de 30%; 

aumentado a firmeza e, consequentemente, o tempo de vida nas prateleiras em 

até 12 horas, diminuindo em mais de 11% as perdas durante a estocagem.  

Outros polinizadores que não sejam da espécie Apis sp. têm surgido como 

alternativa para polinização desde a crescente queda nas colônias de Apis 

mellifera  registrada em todo o mundo (colony collapse disorder - CCD) no início 

do século XXI. Entretanto, esses polinizadores alternativos são mais caros e 

requerem maiores cuidados, sendo que a substituição para outro tipo de 

polinizador, em certas culturas, pode requerer longos períodos para atingir 

população suficiente para adequada polinização. Além disso a população de 

diferentes parasitas e patógenos pode aumentar com a expansão desses novos 

polinizadores; já outros polinizadores outros requerem condições climático-

ambientais específicas e se tornam demasiadamente caros para serem 

expandidos para outras áreas no planeta (Calderone, 2012).  

Contudo, estudos têm mostrado que as abelhas sem ferrão podem ser 

utilizadas como alternativa à honeybees na polinização de algumas frutas e 

vegetais sendo considerados eficientes polinizadores para vegetais como: camu-

camu (Myrciaria dubia), chuchu (Sechium edule), urucum (Bixa orellana), coco 

(Cocos nucifera), carambola (Averrhoa carambola), macadamia (Macadamia 

intergrifolia), manga (Mangifera indica), mapati (Poumora cecropiaefolia), 

cupuaçu (Theodbroma grandiflorum), café (Coffea arabica e C. canephora), 
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abacate (Persea americana), tomate (Lycopersicon esculentum), pepino 

(Cucumis sativus) e rambutan (Nephelium lappaceum); sendo que a maioria 

deles faz parte da dieta dos brasileiros (Slaa et al., 2006).  

Neste cenário, os meliponíneos também tem ganhado importância na 

polinização de culturas de consumo humano direto. Alguns exemplos como café, 

algumas frutas, grãos e castanhas podem ter sua produção diminuída em mais 

de 90% sem esses polinizadores (Roubik, 2002; Southwick e Southwick Jr, 

1992). As abelhas nativas possuem o mesmo desempenho na polinização do 

que as abelhas domesticadas. A comunidade de abelhas nativas (incluindo as 

abelhas sem ferrão) podem promover a polinização tão bem quanto as 

comunidades de abelhas domesticadas ou espécies individuais, inclusive para 

culturas que exigem altas taxas de polinização, como por exemplo o cultivo de 

melancia (Hein, 2009).  

Estudos avaliando a importância da polinização por abelhas encontraram 

que a interação entre abelhas nativas e Apis mellifera pode aumentar em 5 vezes 

a taxa de polinização de girassóis híbridos (Greenleaf e Kremen, 2006), e que as 

abelhas nativas são igualmente importantes no processo de polinização de 

canola – Brassica napus e Brassica rapa (Morandin e Winston, 2005). Entretanto, 

a redução da diversidade e abundância das abelhas nativas têm exigido cada 

vez mais o uso de abelhas domesticadas para restaurar o “serviço" de 

polinização (Kremen et al., 2002). 

Existem indicações claras de perda de polinizadores nativos e 

domesticados, acarretando acentuados e negativos impactos ecológicos e 

econômicos, tais como perda da diversidade ecológica, desestabilidade no 

ecossistema, diminuição da produção de alimentos e perda na qualidade de vida 

humana.  

Segundo Klein e colaboradores (2007), embora os polinizadores silvestres 

possam aumentar a produção de algumas culturas, suas populações encontram-

se esparsas e não conseguem polinizar áreas de intenso cultivo. Assim é de 

extrema importância o conhecimento da biologia desses polinizadores, 

particularmente as abelhas, e seu manejo adequado para conseguirmos atender 
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as crescentes necessidades humanas por alimentos e, principalmente, conservar 

a biodiversidade global. 

 

1.2 Determinação do sexo nas abelhas (Hymenoptera: Apidae: Meliponini)  
 

Embora todos os membros do grupo Himenoptera sejam 

haplodiplobiontes para determinação do sexo (machos haplóides e fêmeas 

diplóides), vários mecanismos tem sido propostos para explicar como ocorre a 

determinação do sexo nesse grupo (Kerr, 1997). 

O modo de reprodução mais comum é a partenogênese arrenótoca, em 

que machos desenvolvem a partir de ovos não fertilizados e fêmeas por ovos 

fertilizados. Neste grupo as fêmeas tem controle sobre a fertilização dos ovos, 

pois ela libera o esperma durante a ovoposição e pode ajudar a manter a razão 

entre machos e fêmeas na colônia (Van Wilgenburg et al., 2006).  

Outro modo de reprodução não tão comum é o telítoca em que as fêmeas 

diplóides se desenvolvem por partenogênese a partir de ovos não fertilizados e 

não existem machos nesse grupo (Van Wilgenburg et al., 2006). 

Os Himenópteros possuem dois sistemas de determinação do sexo:  

- Por balanço gênico, em populações endogâmicas, na qual os 

indivíduos machos são haplóides para os alelos sexuais (XO) e 

fêmeas diplóides (XO/XO); não havendo mutações nos alelos 

XO, a ocorrência de machos diplóides nessas populações não é 

observada. Assim genes envolvidos na determinação de 

características masculinas possuem efeito não aditivo ou pouco 

aditivo, enquanto genes envolvidos na determinação de 

características femininas são aditivos (Goldschmidt, 1958; 

Chaud-Neto, 1975; Kerr et al., 1988; Kerr, 1997). 

- Por multiplicidade de alelos, em populações panmíticas, na qual 

os machos são hemizigotos (XO1) e as fêmeas heterozigotas 

(XO1/XO2) para os alelos sexuais, em que os alelos XO sofreram, 

ao longo do tempo, sendo possível encontramos vários alelos 
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sexuais, como ocorre nas espécies de abelhas. Entretanto, 

nessas populações foram observados também indivíduos machos 

diplóides XO1/XO1 (homozigotos); conforme as observações de 

Whiting (1945) estudando machos diplóides em Habrobracon 

juglandis (Bracon hebetor), Mackensen (1951) em Apis mellifera, 

Woyke (1963, 1979, 1986) em Apis mellifera e Apis cerana e 

outros pesquisadores. 

 

Beye e colaboradores (2003), pela técnica de RNA de interferência 

(RNAi), identificaram o gene complementary sex determiner (csd) em Apis 

mellifera, descrevendo o mesmo comportamento atribuído ao gene XO, em na 

condição de hemizigoze ou homozigose as larvas se desenvolvem em  machos e 

e na condição de heterozigose em fêmeas. A partir de cruzamento de uma fêmea 

heterozigota e um macho haploide (portador do mesmo alelo sexual que a 

rainha) foi evidenciado a presença de machos haplóides a partir de ovos não 

fertilizados e machos diplóides a partir de ovos fertilizados, sendo que as larvas 

de machos diplóides são comidas pelas fêmas. Foi demonstrado também que 

quando o gene csd foi inativado nas larvas geneticamente fêmeas, elas 

desenvolveram gônadas masculinas.  

Em estudos posteriores foi identificado outro gene, o feminizer (fem), a 

partir do qual ocorreu a duplicação do gene csd. O produto do gene csd (em 

heterozigose) atua regulando um splice alternativo no gene fem resultando no 

desenvolvimento de fêmeas. Analisando a cabeça de fêmeas em que o gene fem 

foi silenciado, observou-se o desenvolvimento fenotípico de macho. Assim, é 

prosposto que enquanto o gene csd, em heterozigose atua ativando a via 

“feminizante”, o gene fem mantém a continuidade dessa via durante todo o 

desenvolvimento da abelha até ser tornar uma fêmea adulta, ou seja garante o 

desenvolvimento das características femininas (Hasselmann et al., 2008; Gempe 

et al., 2009).  

A determinação do sexo nas abelhas do gênero Melipona ocorre durante 

as primeiras 3 à 8 horas embrionárias, de acordo com a composição dos alelos 
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XO (Kerr, 1975). Existem no mínimo 15 alelos diferentes do gene csd em Apis 

mellifera (Hasselmann e Beye, 2004). Para os alelos XO (atualmente conhecidos 

como alelos do gene csd) já foram catalogados até 86 diferentes em Solenopsis 

invicta (Cook e Crozier, 1995), 46 em Bombus terrestris (Duchateau et al., 1994), 

20 em Melipona compressipes fasciculata (Kerr, 1987d) e 21 em Melipona 

scutellaris (Carvalho, 2001), sendo que o número de alelos sexuais pode variar 

de acordo com o manejo da população. 

Assim, como em Apis mellifera, em meliponíneos são necessários no 

mínimo 6 alelos sexuais diferentes para manutenção de uma população. Para 

que esses 6 alelos XO diferentes sejam mantidos foi constatado que, a 

população deve conter no mínimo 44 colônias em sua área de reprodução (Kerr 

e Vencovsky, 1982; Woyke, 1980); se a população for menor que 44 colônias, 

ela será eliminada em cerca de 15 gerações Yokoyama e Nei (1979). 

 

1.3 Diferenciação de castas em abelhas (Hymenoptera: Apidae: Meliponini) 
 

A casta nos insetos é caracterizada pela morfologia, fisiologia e 

comportamento entre fêmeas (Michener, 1974).  

Em abelhas, duas castas são propostas: as rainhas, as quais são fêmeas 

férteis, responsáveis apenas pela postura da maioria dos ovos e as operárias, 

que são fêmeas estéreis ou semi-estéreis, responsáveis pela alimentação da cria 

e da rainha, coleta de alimento, limpeza, construção de alvéolos e do ninho em 

geral, defesa e, ocasionalmente, pela postura de ovos que originarão machos 

haplóides ou alimentarão a rainha. Os machos de meliponíneos permanecem na 

colméia durante o primeiro terço das suas vidas (entre 9 e 11 dias em Melipona 

scutellaris) e já foram vistos realizando trabalhos como: aquecimento da cria, 

produção e manipulação de cera, desidratação e coleta de néctar e pólen nas 

flores. Após o primeiro terço de vida eles são expulsos da colméia (Abreu e 

Penna, 1992; Kerr et al., 1996). 

As abelhas eusociais apresentam dois mecanismos de diferenciação de 

casta, explicada por duas teorias (Kerr, 1948): 
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1) Blastogênica, a qual pressupõe a diferenciação de castas de acordo 

com os traços genéticos da fêmea.  

2) Trofogênica ou somatogênica, em que diferenciação é alimentar, como 

no caso das espécies de meliponíneos (exceto o gênero Melipona) e Apis, e nas 

mamangavas. 

Em abelhas do gênero Apis a diferenciação de castas é determinada 

troficamente pela geléia real (as rainhas emergem de células de cria maiores - 

realeiras - contento geléia real), em que o histórico nutricional desencadeia sinais 

endócrinos que modulam os títulos, casta-específico, dos hormônios juvenil e 

ecdiesteróides (Hartfelder et al., 2006). 

Nos meliponíneos, em Trigona e Scaptotrigona as rainhas também 

emergem das raleiras onde há uma maior quantidade de alimento (Perez, 1985; 

Von Ihering, 1903). Em outras espécies dos gêneros Frieseomellita e 

Leurotrigona, e as células de cria são do mesmo tamanho e não há influência da 

qualidade do alimento na produção de rainhas. Contudo, as células de cria 

possuem uma disposição em forma de cachos permitindo que uma larva, em 

estágio avançado de desenvolvimento, tenha acesso ao alimento presente na 

célula superior e possa obter o dobro de alimento, desenvolvendo-se, assim, em 

rainha (Hartfelder, 2006; Terada, 1974) (Figura 1).  

No gênero Melipona, as células de cria de rainha e operária são 

indistinguíveis e recebem quantidades similares de alimento, excluindo-se a 

possibilidade da larva de rainha obter fonte extra de alimento (Sakagami, 1982).  
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Figura 1: Esquema dos diferentes mecanismos de diferenciação de casta em meliponíneos. As 

rainhas (caixas da direita), obtém maior quantidade de alimento pela obtenção de alimento extra 

da célula de cria adjacente (Leurotrigona e Frieseomellita); emergem de células de crias maiores 

(gênero Trigona), onde que há maior quantidade de alimento; enquanto que em Melipona as 

rainhas emergem células de mesmo tamanho que as de operárias e machos. As caixas da 

esquerda representam as células de cria de onde irão emergir operárias e machos, os quais não 

obtêm fonte extra de alimento quando comparados às rainhas (Hartfelder, 2006). 

 
Um outro mecanismo intermediário e que parece ser um elo evolutivo 

entre os outros dois mecanismo de produção de rainha em Trigona e Melipona é 

encontrado em Nanotrigona, Plebeia e Schwarziana. Nestes grupos rainhas 

podem emergir das realeiras bem como de células menores com quantidades 
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normais de alimento de onde, normalmente, emergem operárias. As rainhas que 

emergem de células de operárias são menores em comparação às rainhas 

normais e são chamadas de mini-rainhas; várias teorias tem sido propostas para 

explicar esse comportamento dentro deste grupo (Camargo, 1974; Imperatriz-

Fonseca e Kleinert-Giovanni, 1989).  

Embora menores, as mini-rainhas são reprodutivamente viáveis e 

conseguem comandar a colônia, sem perda de funcionalidade, desempenhando 

o mesmo papel que a rainha normal dentro da colônia (Ribeiro et al., 2006). 

Assim como em Melipona, a aplicação tópica de hormônio juvenil (HJ) em larvas 

de operárias Schwarziana resulta no desenvolvimento em rainhas. Além disso, 

foi encontrado que na espécie Schwarziana quadripunctata quadripunctata 

(Lepeletier) a produção de machos é realizada preferencialmente pela rainha do 

que pela operaria (Campos e Costa, 1989; Toth et al., 2003; Velthuis e 

Sommeijer, 1991). 

 

1.3.1 Diferenciação de Castas em Melipona 
 

Uma consequência do sistema de determinação do sexo em abelhas é a 

evolução para dois tipos de diferenciação de castas. Em um deles em que a 

especialização de operárias e rainhas não afetou suas características 

morfológicas enquanto fêmeas, onde as operárias são similares às rainhas e 

ambas diferentes dos machos, como acontece em Apis; no outro as operárias 

são similares aos machos e ambos diferentes das rainhas, em virtude da ação do 

hormônio juvenil sobre os genes feminizantes nos diferentes estágios de 

desenvolvimento, como ocorre em Melipona e em algumas espécies de Bombus 

(Kerr et al., 1978; kerr, 1987a,b,c; Kerr e Cunha, 1990). 

Nas espécies do gênero Melipona, a diferenciação é blastogênica 

associada à alimentação. A abelha sem ferrão, Melipona scutellaris, a qual é o 

objeto deste estudo, apresenta, portanto, um mecanismo de diferenciação de 

castas particular (genético-alimentar) que difere dos outros meliponíneos (Kerr, 
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1950); tornando esta espécie um intrigante material biológico para estudos 

genéticos. 

Em Melipona não há diferença entre as células de crias (alvéolos) de onde 

rainhas e operárias emergem e as larvas que se desenvolverão em rainha são 

alimentadas com o mesmo alimento que as operárias e em quantidades 

similares. Além disso, as operárias operculam as células de cria logo após a 

oviposição pela rainha, eliminando-se qualquer possibilidade de uma 

alimentação diferenciada (Kerr et al., 1996). 

Após determinado o sexo (formação de ovário ou testículo) nas primeiras 

horas embrionárias, a larva se desenvolve até o final do estágio larval L3 (L3-3) e 

início de LPD (larva pré-defecante) onde ocorrerá a diferenciação de casta em 

rainha ou operária sob influência do hormônio juvenil (HJ) produzido pelas 

glândulas corpora allata. O HJ é considerado o composto que ativa os genes 

feminizantes responsáveis pelo desenvolvimento de características secundárias 

(Bonetti, 1982; Campos, 1974; Kerr, 1975).  

Em 1950, Kerr propôs um modelo para explicar, em Melipona, a 

segregação de 75 operárias para 25 rainhas em cada 100 nascimentos. Dois 

genes principais Xa e Xb, com dois alelos cada um, seriam os responsáveis por 

estimular desenvolvimento das características femininas secundárias (produtos 

feminizantes), de modo que larvas duplo heterozigotas, quando bem 

alimentadas, desenvolvem-se em rainhas e larvas mal alimentadas ou 

homozigotas para esses genes, tornam-se operárias, em consequência de baixa 

produção de Hormônio Juvenil (HJ).  

Entretanto, as corpora allata somente terão bom desenvolvimento e 

produzirão HJ em níveis adequados se as larvas forem alimentadas 

suficientemente (Kerr et al., 1996). A quantidade mínima de alimento para uma 

larva se desenvolver em rainha já foi determinado para várias espécies de 

meliponíneos (Melipona quadrifasciata - 155 mg, Melipona rufiventris - 137 mg, 

Melipona marginata - 40,5 mg, e Melipona scutellaris - 222 mg) (Camargo et al., 

1976). 
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A aplicação tópica de HJ em larvas de Melipona que estão em estágio de 

tecelagem de casulo (larvas pré-defecantes) e mesmo no estágio de L3 tardio 

(L3-3), confirma a influência desse hormônio na produção de rainhas a partir de 

“larvas de operárias”. A morfologia externa de ovários de rainha de Melipona 

quadrifasciata induzida por tratamento com HJ é idêntica à de rainha natural 

(Bonetti, 1984). Glândulas tergais de rainhas induzidas por tratamento com HJ 

mostram, também, padrão de distribuição idêntico ao de rainha natural (Bonetti, 

1982; 1983, 1984; Bonetti e Kerr, 1987; Bonetti et al., 1994; Bonetti et al., 1995). 

Os efeitos dos Hormônios Juvenil I, II e III foram estudados por Bonetti e 

colaboradores (1995) em que foi determinada a dosagem mínima suficiente para 

a produção de rainhas a partir de larvas de operárias de Melipona quadrifasciata, 

Melipona rufiventris, Melipona compresssipes e Melipona scutellaris. O HJ I 

demonstrou ser o mais eficiente na produção de rainhas em Melipona, seguido 

pelo HJ III.  

Outro composto que pode agir na diferenciação de casta juntamente como 

o HJ é o geraniol. Jarau e colaboradores (2010) demonstraram que a adição de 

10 µg geraniol ao alimento larval nas células de cria de Melipona beecheii 

aumentou a produção de rainhas atingindo a proporção máxima de 25%, sendo 

esta a primeira evidência de um composto químico exógeno regulando a 

diferenciação de castas em abelhas sem ferrão. O fato de até 25% das larvas 

fêmeas se desenvolverem em rainhas pode ser explicado pela hipótese genético 

– alimentar proposta por Kerr. 

Entretanto, estudos avaliando a ação do geraniol no processo de 

diferenciação da casta em Melipona são necessários. O geraniol pode 

representar um precursor importante de algum composto terpenóide ou éster 

geranil, atuando como o HJ, e agindo diretamente na regulação gênica por 

desencadear a expressão de novos genes e repressão de outros durante o 

desenvolvimento larval, propiciando a diferenciação de castas. 

Com base nestas informações, torna-se necessário conhecimento dos 

fatores moleculares, genéticos e biológicos envolvidos no desenvolvimento do 

fenótipo de fêmeas (rainhas e operárias) de maneira a se aperfeiçoar o manejo 
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para manutenção dos meliponíneos que se tornaram, ao longo da evolução, os 

principais polinizadores da flora brasileira. Considerando-se que essas abelhas 

estão intrinsecamente ligadas à polinização de espécies vegetais que sustentam 

a diversidade da flora brasileira, torna-se importante conhecer sua biologia e os 

mecanismos genéticos envolvidos no seu desenvolvimento para contribuir com a 

sua preservação e conseqüentemente com a preservação da biodiversidade. 

Tendo em vista que o estágio LPD do desenvolvimento de Melipona é 

sensível ao HJ, estimulando o desenvolvimento do fenótipo de rainha em todas 

as larvas fêmeas tratadas, e com a possibilidade de atuação de um composto 

exógeno, como o geraniol, no processo de diferenciação da casta nesse gênero, 

torna-se intrigante conhecermos como o mecanismo de recebimento e 

processamento desses compostos nas larvas desse estágio de desenvolvimento. 

Mediante os dados científicos já apresentados na literatura em relação à 

composição do alimento larval de M. scutellaris, podem indicar que esse 

composto se apresente na forma volátil. Assim, o conhecimento de estruturas 

receptoras para estes compostos na superfície corporal da larva, tais como 

estruturas sensoriais (receptores olfativos), pode representar o primeiro passo a 

ser investigado na identificação do composto ou dos compostos responsável(eis) 

pela ativação dos genes Xa e Xb. 

 

1.4 Receptores Olfativos 
 

Nos insetos, a antena é o principal órgão sensorial e abriga grande 

diversidade de sensilas. As antenas podem ser longas, finas, multisegmentadas 

(escapo, pedicelo, flagelômeros), não-ramificadas e podem assumir diferentes 

formas e tamanhos, dentro da classe Insecta. As antenas representam órgão 

primordial para a sobrevivência dos insetos e é um importante órgão na 

comunicação química como: encontrar fonte de alimento, machos encontrarem 

as fêmeas e estas atraírem os machos durante a cópula, para reconhecer 

predadores e, no caso dos insetos sociais, para organização geral da colônia 
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(Gallo et al., 2002; Hansson e Stensmyr, 2011; Trhlin e Rajchard, 2011; Wanner 

et al., 2007) 

As sensilas são, primariamente, pêlos inervados pelos neurônios sensoriais 

e são consideradas receptores, fazendo parte do sistema olfatório periférico dos 

insetos. Elas possuem diferentes formas, tamanhos e diferentes funções. São 

classificadas em tricóide, placóide, básicônica, celocônica, ampulácea, 

campiniforme, porém exitem grupos que são subclassificados e desempenham 

funções como receptores de CO2, termorreceptores, higrorreceptores, 

quimiorreceptores, receptores de odor e com função tátil (Frasnelli et al., 2010; 

Gallo et al., 2002; Nakanishi et al., 2009). 

A maior parte das proteínas do sistema olfatório periférico dos insetos, que 

estão envolvidas na recepção de odores é constituída por odorant-binding 

proteins (OBPs), odorant-degradin enzymes (ODEs), odorant-receptors (ORs), 

ionotropic receptors (IRs), chemosensory proteins (CSPs) e sensory neuron 

membrane proteins (SNMPs). Moléculas como feromônios e outros 

semioquímicos alcançam a porta de entrada da sensila olfatória, os poros 

tubulares, ligando-se e sendo solubilizados pelas “odorant-binding proteins” 

(OBPs), em seguida transportados através da linfa dentro da sensila e 

posteriormente liberados, ativando os ORs presentes na membrana dos sensory 

neuron (SNs), (Leal, 2013; Vogt, 2005) (Figura 2).  

Receptores olfativos (Odorant Receptors - ORs) são proteínas presentes 

na membrana dendrítica de neurônios receptores localizados na antena e palpos 

maxilares de insetos. Esses ORs são receptores, principalmente, de feromônios, 

podendo também reconhecer outras substâncias provenientes da pele, presentes 

na respiração, no néctar e substâncias presentes em locais utilizados como sítios 

de ovoposição, participando, assim, na função olfativa dos insetos (McIver, 1970; 

Vogt, 2005).  
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Figura 2: Mecanismo de ação dos OBPs e ORs na via de processamento do odor, importante 

passo na comunicação química dos insetos. Na via as moléculas de odor entram pelos poros da 

sensila (1) e são capturadas pelos OBPs (2) que as transporta através da linfa (3) até o OR 

específico (B), onde A representa o receptor ORCO. Em seguida, os odorantes são inativados 

por armadilhas (6) ou degradados pelas ODEs (7)  (Leal, 2013). 

 

Syed et al. (2010) encontraram, ocasionalmente, um OR endógeno em 

Drosophila melanogaster altamente sensível a feromônio sexual do bicho-da-

seda, bombykol. Contudo, a importância ecológica desse achado permanece 

desconhecida.  

Existem notáveis diferenças nas subfamílias de diversos genes OR, de 

acordo com a espécie (Jones et al., 2005). O sequenciamento do genoma de 

Apis mellifera (The Honeybee Genome Sequencing Consortium, 2006) revelou 

10 genes codificantes para gustatory receptors (GRs), 10 IRs, 21 OBPs e 170 

para ORs (Robertson e Wanner, 2006). Em contrapartida apenas 62 e 79 ORs 

em Drosophila melanogaster e Anopheles gambiae, respectivamente, o que 

representa uma expansão da família de ORs nas abelhas (Hill et al., 2002; 

Robertson et al., 2003; Vosshall et al., 1999).  
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Estudos genômicos identificaram um OR, AmOr11, que responde ao 

principal componente do feromônio de rainhas de Apis mellifera, 9-oxo-2-

decenoic acid (ODA) (Wanner et al., 2007), que, dentre outras funções, atua 

inibindo parcialmente o desenvolvimento ovariano de operárias.  

Pelletier e colaboradores (2010) por análise protéica comparativa 

encontraram 158 sequências de OR em Culex quinquefasciatus homólogas a 

Aedes aegypti e Anopheles gambiae. Dentre eles, identificaram um OR 

(CquiOR2) em Culex pipiens quinquefasciatus, ortólogo ao AgamOR2 e 

AaegOR2, altamente sensível a indol, um atrativo para ovoposição. 

O papel dos OBPs no sistema olfatório compreende funções como 

solubilização de ligantes, transporte de moléculas hidrofóbicas através da 

hemolinfa da sensila (ambiente aquoso) e contribui na sensibilidade do sistema 

olfatório dos insetos (Leal, 2013). Entretanto, a ampliação das funções dos OBPs 

tem sido investigada, uma vez que já foram descritos mais de 50 OBPs em 

algumas espécies de insetos (Foret e Maleszka, 2006).  

Em geral OBPs possuem um padrão de seis resíduos de cisteínas bem 

conservados entre os diferentes grupos de insetos, apresentando três pontes 

dissulfeto e dois pequenos loops de 8 e 4 resíduos de aminoácidos, e uma 

sequência protéica com aproximadamente 140 aminoácidos (Pelosi et al., 2006). 

A sequência de OBPs normalmente, é bem variável entre os clados; a exemplo, 

é encontrado apenas 15% de similaridade da sequência protéica de OBPs entre 

Drosophila melanogaster e Lepidópteras (Pikielny et al., 1994).  

Dessa forma, OBPs tem sido divididos em classes com base nas 

diferenças do padrão de resíduos de cisteínas; OPBs clássicos possuem um 

padrão de 6 resíduos de cisteínas, já os OBPs da classe “Plus C” podem 

apresentar até 12 resíduos de cisteínas, 4 a 6 resíduos extras. Outra classe de 

OBPs, chamada de OBPs atípicos, foi descrita em Anopheles gambiae. Esses 

OBPs são similares aos OBPs clássicos, com 6 resíduos conservados de 

cisteínas; entretanto eles possuem uma extensão na região C-terminal com 

cisteínas adicionais conservadas resultando em proteínas de peso molecular 

aproximado de 35 kDa, enquanto as de OBPs clássicos são de 
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aproximadamente 14 kDa (Pelosi et al., 2006; Xu et al., 2003). Uma quarta classe 

de OBPs chamada de “Minus C” foi descrito para D. melanogaster, em que eles 

não apresentam todas as 6 cisteínas. Geralmente, os OBPs desta classe não 

possuem as cisteínas C2 e C5, ou a C1, ou a C1, C2 e C5; entretanto estes 

OBPs que não possuem a C1 apresentam um outro resíduo de cisteína 

“alternativa” a 15-16 aminoácidos de distância de onde estaria a C1 original 

(Hekmat-Scafe et al., 2002).  

Uma das hipóteses de ativação do OR, incluem a ativação pelo OBP 

complexado ao seu ligante. Estudos que suportam essa hipótese 

correlacionaram uma diminuição na resposta eletroantenográfica quando OBPs 

específicos foram nocauteados (Leal, 2013). OBPs podem ser específicos aos 

seus ligantes tanto quanto capazes de discriminar componentes específicos de 

uma mistura de compostos de um feromônio; a exemplo: BmorGOBP2 é capaz 

de diferenciar bombykol de bombykal, dois componentes diferentes do feromônio 

sexual do bicho da seda, Bombix mori (Zhou et al., 2009). 

Chemosensory proteins (CSPs) é uma classe de proteínas que atuam nos 

processos olfativos e gustatórios, uma vez que foram encontrados no aparelho 

gustatório, tarso e antena dos insetos. Os CSPs estão presentes em diferentes 

grupos como Lepidóptera,  Himenóptera, Blatóidea, Ortóptera e Hemíptera, 

compartilhando de 40 a 50% das suas sequências protéicas. As CSPs 

apresentam aproximadamente de 100 a 120 aminoácidos com quatro 

conservados resíduos de cisteínas ligadas por duas pontes dissulfeto entre os 

resíduos vizinhos (Angeli et al., 1999; Pelosi et al., 2006).  

A quantidade de genes expressando CSPs é bem menor quando 

comparada a de OBPs, apresentando desde apenas um CSP em Cactoblastis 

cactorum, Polistes dominulus e Vespa crabro, 6 em Apis mellifera, e 10 em 

Mamestra brassicae, contudo ainda não está claro se este reduzido número de 

CSPs tem implicações nas suas funções biológicas (Calvello et al., 2003; 

Calvello et al., 2005; Jacquin-Joly et al., 2001; Kamikouchi et al., 2004; Maleszka 

e Stange, 1997). 
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Atualmente, estudos sobre a regulação da expressão gênica estão sendo 

conduzidos para identificar genes que são super ou sub-expressos em resposta 

ao HJ durante os estágios de desenvolvimento de Melipona, de acordo a 

hipótese genética de diferenciação de castas proposta por Kerr (1950). Assim, 

com base nos achados sobre a expressão e fisiologia dos genes ORs e OBPs 

em outros insetos e também em abelhas do gênero Apis, a proposta deste 

trabalho foi identificar possíveis genes receptores envolvidos com o sistema 

olfatório de M. scutellaris que possam ajudar a elucidar qual o composto 

responsável por ativar os genes Xa e Xb no processo de diferenciação de castas 

em Melipona.  
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1.5 Objetivo Geral 
 

Este trabalho teve como objetivo o estudo de possíveis genes, e seus 

produtos funcionais, envolvidos com a recepção de moléculas voláteis em larva 

de Melipona scutellaris, com foco em larvas do estágio LPD. 

 

1.6 Objetivos Específicos 
 
Ø Caracterizar, morfologicamente, a região anterior de larva LPD de M. 

scutellaris. 

Ø Identificar e caracterizar, ultraestruturalmente, as estruturas sensoriais 

presentes em larvas LPD de M. scutellaris. 

 

Ø Caracterizar, morfologicamente, as antenas de adultos de rainhas, operárias 

e machos de M. scutellaris.  

 

Ø Identificar e caracterizar, ultraestruturalmente, as sensilas de machos e 

fêmeas M. scutellaris. 

 

Ø Extrair o RNA total de larvas de M. scutellaris. 

 

Ø Identificar e amplificar a região codificante (CDS) completa dos genes 

MscuCSPs e MscuOBPs de larvas de M. scutellaris. 

 

Ø Clonar e sequenciar as CDS dos genes MscuCSPs e MscuOBPs de larvas 

de M. scutellaris. 

 

Ø Expressar em bactéria e purificar, por HPLC, as proteínas recombinantes 

MscuCSPs e MscuOBPs de larvas de M. scutellaris. 

 

Ø Extrair proteínas totais de larvas de M. scutellaris. 
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Ø Selecionar anticorpo monoclonal, por phage display, ligante à proteína 

recombinante MscuOBP8. 

 

Ø Detectar a proteína MscuOBP8, por ELISA, em diferentes estágios do 

desenvolvimento larval de M. scutellaris. 

 

Ø Análise de bioinformática. 
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NATURWISSENSCHAFTEN 
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  antena	
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   rainha,	
   operária	
   e	
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  adultos	
  de	
  Melipona	
  scutellaris	
  (Apidae:	
  Meliponini)	
  
 

Resumo 
 
As sensilas presentes nas antenas são as principais estruturas sensoriais dos insetos e 

possuem um papel fundamental na comunicação química intra e interespecífica, atuando 

como  receptores de compostos químicos no ar, como os feromônios, levando à respostas 

comportamentais características de indivíduos, espécies, gêneros ou famílias. Neste 

estudo nós identificamos as sensilas presentes nas antenas de macho, operária e rainha 

adultos de Melipona scutellaris, e caracterizamos morfologicamente a região anterior de 

larva pré-defecante. As imagens da superfície dorsal das antenas foram obtidas por 

microscópio eletrônico de transmissão. Assim como em outros meliponíneos, esta espécie 

apresentou uma distribuição heterogênea de sensilas ao longo da antena. Os principais 

tipos de sensilas identificados nas antenas de adultos de M. scutellaris foram: tricóide 

(tipo a e tipo b), basicônica, placóide, celocônica, ampulácea e campiniforme. As sensilas 

tricóides e placóides foram as mais abundantes em ambos os sexos e castas, sendo que as 

tricóides estão presentes em todos os flagelômeros; ampulácea e celocônica foram 

encontradas apenas no flagelômero 10 e campiniformes e basicônicas não foram 
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encontradas nas antenas de machos analisadas. Em rainha e operária a maior diversidade 

de sensilas foi observada nos flagelômeros 7 a 9. As sensilas tricóide tipo a e placóide 

não apresentaram diferenças quanto ao número entre as castas e sexos. As sensilas 

tricóides do tipo b foram encontradas mais abundantes em fêmeas quando comparadas 

aos machos e as basicônicas são mais abundantes em operárias quando comparadas às 

rainhas. Em larvas LPD foram encontradas estruturas morfologicamente semelhantes à 

sensilas, com poros em sua base e sem a camada cuticular evidente, na região do clípeo, 

lobo antenal e mandíbula. Propomos neste trabalho, que estas estruturas possam 

desempenhar importante papel como receptores de compostos presentes no alimento 

larval, atuando como porta de entrada para estes compostos, ativando, assim, genes 

envolvidos na diferenciação da casta. Este estudo é pioneiro em análise comparativa das 

sensilas das antenas em ambos sexos e castas e o primeiro a descrever a morfologia 

externa de larva LDP de M. scutellaris. 

 

Palavras-chave: Melipona scutellaris, abelhas sem ferrão, larva, microscopia eletrônica 

de transmissão, sensila. 
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Introdução 
 

Os insetos se destacam dentre os outros grupos de animais devido ao seu 

sofisticado sistema olfatório, considerado o principal elemento para sua reprodução e 

sobrevivência. O sistema olfatório dos insetos é arquitetado em diferentes níveis e as 

antenas constituem o seu principal órgão abrigando uma enorme quantidade e diferentes 

tipos de sensilas (Hansson e Stensmyr 2011). 

As sensilas são estruturas funcionais dos receptores e são especializadas na 

detecção de estímulos externos. Elas têm origem na epiderme e sua composição básica é 

formada por: componentes cuticulares, neurônio sensorial e células da bainha e são 

classificadas de acordo com a morfologia e função. Morfologicamente, as sensilas podem 

ser classificadas como tricóide, basicônica, placóide, campiniforme, caética, celocônica 

ou ampulácea e, são consideradas, como mecanorreceptores, higrorreceptores, 

termorreceptores e quimiorreceptores (Chapman 1998; McIver 1975).  

Nos insetos as sensilas variam entre as espécies em número, distribuição e tipo de 

acordo com a distribuição geográfica, sexo e casta (Chen et al 2003; Faucheux et al 

2006). As sensilas desempenham importante papel na comunicação entre os insetos, 

principalmente, pela recepção de feromônios e odores na comunicação química; podendo 

ter significativa atuação, na organização e divisão de trabalho na colônia de abelhas 

sociais como a Melipona scutellaris. 

Em termos econômicos, as abelhas sem ferrão são eficientes polinizadores de 

frutas e vegetais altamente importantes na alimentação brasileira, além de contribuir 

consideravelmente na produção de café, castanhas e alguns tipos de grãos (Nunes-Silva et 

al. 2013a,b, Roubik 2002; Slaa et al. 2006). As abelhas sem ferrão são responsáveis por 
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40 a 90% da polinização das árvores nativas do Brasil. A abelha Melipona scutellaris 

pertence à tribo Meliponini, a qual abriga mais de 300 espécies de abelhas sem ferrão. M. 

scutellaris é endêmica do nordeste brasileiro, ocorrendo nos Estados da Bahia, Alagoas, 

Ceará, Paraíba, Pernambuco, Sergipe e Rio Grande do Norte (Camargo e Pedro 2013, 

Kerr et al. 1996).  

A caracterização ultraestrutural do sistema olfatório dos insetos é o primeiro 

passo no entendimento do processamento da informação e constitui uma importante 

característica no entendimento do seu comportamento. Embora, a ultraestura do sistema 

olfatório de outras espécies de meliponíneos tenha sido determinada (Johnson e Howard 

1987; Ravaiano et al. 2014; Stort e Barelli 1981). Este trabalho é pioneiro no estudo 

morfológico de larva e adultos de M. scutellaris, onde foi proposto avaliar a ultraestrutura 

morfológica da cabeça e suas estrutras sensoriais, bem como a ultraestrutura comparativa 

das sensilas presentes na antena de macho, operária e rainha adultos de M. scutellaris. 
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Material e Métodos 
 

Amostras biológicas 
 

Neste trabalho foram utilizados 6 indivíduos adultos (2 operárias, 2 machos e 2 

rainhas) e 2 larvas no estágio LPD de M. scutellaris que foram coletados no Meliponário 

da Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia – MG (S 180 55’/ W 450 17’). A 

cabeça, com seus apêndices, dos indivíduos adultos foram removidas do restante do 

corpo e a região anterior, que corresponde à cabeça, das larvas foram individualizados 

com o auxílio de pinça (forceps blunt-nosed thumb) e bisturi cirúrgicos. 

 

Análises Morfológica por Microscopia Eletrônica de Transmissão (SEM) 
 

As amostras descritas no item anterior foram fixadas em etanol 70% por três dias 

à temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram desidratadas em solução seriada 

de etanol (75, 85, 90 e 100%) por 5 minutos, seguido por secagem em ponto crítico em 

Pelco CPD 2 drier. Após secagem, as amostras foram fixadas em stubs de alumínio e 

revestidas com pulverização catódica de ouro/paládio. As imagens foram processadas em 

microscópio Philips XL 30. Todo o procedimento desde a preparação da amostra à 

captura de imagens foi realizado no Departamento de Patologia e Laboratório de 

Medicina da Universidade da Califórnia, Davis (Electron Microscopy Facility). 

As sensilas foram identificadas de acordo com critérios morfológicos descritos 

previamente por Frasnelli e colaboradores (2010). A região próxima ao escapo e pedicelo 

foi considerada como proximal e a reigão próxima a ponta da antena como distal.  
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Quantificação do número de sensilas 

 

Estimativa do número de sensilas foi determinado de acordo com Ravaiano e 

colaboradores (2014). Foram utilizadas imagens com escala definida de 100 µm e o 

número de sensilas foi estimado a partir de uma área fixa de 40x80 mm utilizando o 

programa CoreDraw Graphics Suite X7. As sensilas (exceto para as sensilas 

campiniformes, ampuláceas e celocônicas, pois são encontradas em números muito 

baixos) foram quantificadas a partir de flagelômeros randomicamente escolhidos de dois 

indivíduos de cada sexo/casta e a média do número de cada tipo de sensila foi utilizado 

nas análises estatísticas. As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa 

GraphPad Prism 6.0. Para avaliar as diferenças entre as médias das classes de sensilas 

entre rainha, operária e macho foi utilizado teste ANOVA seguido do teste Tukey (não-

paramétrico) ou teste t de Student quando apenas duas variáveis estavam presentes. 

Foram consideradas significativas diferenças quando p < 0.05.  
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Resultados e discussão 
 

O sistema olfatório dos insetos constitui característica primordial de sobrevivência 

com funções indispensáveis. As antenas constituem o principal apêndice sensorial nos 

insetos e desempenham funções vitais, tais como, audição, tato, gustação e olfato; ainda 

podem auxiliar no equilíbrio do inseto e auxiliar o macho a segurar a fêmea durante a 

cópula (Gallo et al. 2002). As antenas abrigam o maior número de sensilas olfativas, 

estruturas que atuam como receptores para sinais químicos presentes no ar, tais como 

feromônios, odorantes e semioquímicos em geral (Leal 2013). Geralmente, as antenas 

diferem quanto ao tipo, tamanho, inserção e número de flagelômeros entre machos e 

fêmeas e entre os grupos de himenópteros (Frasnelli et al. 2010; Gallo et al. 2002; 

Nakanishi et al. 2009; Ochieng et al. 2000). As antenas entre machos e fêmeas de M. 

scutellaris são muito similares, apresentando todos os tipos de sensilas em ambos, 

entretanto, a antena do macho possui um flagelômero extra. 

As sensilas dos insetos apresentam estruturas e funções complexas, mas uma 

morfologia básica simples (Keil 1997). As sensilas basicônicas e placóides são receptores 

químicos e consideradas de função olfatória, as sensilas tricóides estão envolvidas com o 

sentido tátil, as sensilas ampulácea e celocônica são consideradas higrorreceptores, as 

sensilas campiniformes são receptores de CO2 e sensores de temperatura, enquanto os 

órgãos cordotonais são responsáveis pela audição (Dietz e Humphreys 1971; Gallo et al. 

2002; Kuwabara e Takeda 1956).  

As imagens de SEM indicam que as antenas de machos, operárias e rainhas de M. 

scutellaris são do tipo geniculadas apresentando 10 flagelômeros para fêmeas e 11 

flagelômeros para os machos. As antenas estão conectadas a um escapo por meio do 
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pedicelo (Figuras 1a, 2a e 3a) e as sensilas estão distribuídas ao longo de toda a antena 

(Figuras 1b, 1e, 2d, 2e, 3c e 3d), padrão encontrado nas abelhas, incluindo as abelhas sem 

ferrão do grupo Meliponini (Frasnelli et al. 2010; Stort e Moraes-Alves 1999). Ravaiano 

e colaboradores (2014) identificaram 13 tipos de sensila em antena de M. quadrifasciata, 

porém as sensilas tricóides foram classificadas em seis diferentes subtipos. Neste trabalho 

foi possível subclassificar as sensilas tricóides em dois tipos: sensila tricóide tipo a e 

tricóide tipo b. Entretanto, de acordo com Missbach e colaboradores (2014), os subtipos 

das sensilas tricóides parecem não apresentar diferenças funcionais e ainda não está 

muito bem definido se as sensilas tricóides são receptores olfatórios.  

Assim como ocorre em A. mellifera e Scaptotrigona postica (Stort e Barelli 1981), 

a maioria das sensilas presentes nas antenas de M. scutellaris são placóides e tricóides 

(Tabela 1). Sendo que, as sensilas placóides, basicônicas e, principalmente, as tricóides 

podem ser utilizadas na classificação de espécies e castas de abelhas, como proposto por 

Shang e colaboradores (2010) em estudo de diferentes espécies de abelhas do gênero 

Bombus.  

Foi observado maior diversidade de sensilas nos flagelômeros distais (flagelômero 

10 para os machos e 8 e 9 para fêmeas) das antenas de M. scutellaris (Tabela 1). Esta 

característica pode estar associada com a comunicação entre a rainha e as operárias 

dentro da colônia, especialmente durante o processo de ovoposição e provisionamento de 

alimento (POP). Durante o POP uma sequência de eventos ocorre dentro da colônia, 

resultado da comunicação entre rainha e operárias (Sakagami e Oniki 1963).  

Durante o intervalo entre duas sucessivas oviposições (período de descanso da 

rainha) as operárias podem cortejar a rainha tocando-a com suas antenas ou, ainda, 
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quando a rainha está caminhando dentro do ninho e encontra uma operária em estado 

estático ela toca a face da operária com a antena (Sakagami e Oniki 1963). A rainha 

também utiliza as antenas para conferir uma nova célula de cria recém construída e 

também toca violentamente as operárias em volta da célula de cria com sua antena para 

que essas operárias iniciem a discarga do alimento larval (provisionamento) (Sakagami e 

Oniki 1963). Durante o provisionamento a rainha confere o alimento inserindo sua 

cabeça completamente dentro da célula de cria (Sakagami e Oniki 1963), este movimento 

pode representar um possível uso das antenas durante esta etapa de checagem. 

Os eventos durante o POP estão intrinsicamente ligados à descarga de alimento 

larval dentro da célula de cria podendo, dessa forma, influenciar o processo de 

diferenciação de casta em Melipona scutellaris (Van Veen 2000). 

Em M. scutellaris as sensilas ampulácea, celocônica e campiniforme aparecem 

nas regiões distais de cada flagelômero (Figuras 1d, 1g, 2d, 3c), em quantidades muito 

menores quando comparadas às tricóides e placóides e, normalmente, nos flagelômeros 

mais distais de macho, operária e rainha analisados. Neste estudo, as sensilas 

campiniformes não foram encontradas em antenas de machos de M. scutellaris. A função 

dessa classe de sensilas (receptores de CO2 e sensores de temperatura) pode ser 

desempenhada por outras sensilas e também por poros podendo, assim, estar ausente nos 

machos desta espécie; entretanto, os machos de M. quadrifasciata apresentam essas 

sensilas. Já as sensilas celocônicas e ampuláceas foram encontradas, exclusivamente, nas 

fêmeas de M. quadrifasciata (Ravaiano et al. 2014), apresentando, desta forma, uma 

variação na distribuição desses tipos de sensilas entre as espécies de Melipona. Os 

machos de A. mellifera apresentam esses três tipos de sensilas em quase todos os 
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flagelômeros, exceto no flagelômero 1 (Nascimento et al. 2013; Ravaiano et al. 2014; 

Stort e Moraes-Alves 1999). 

As sensilas basicônicas foram encontradas exclusivamente em fêmeas de M. 

scutellaris (Tabela 1), corroborando com a literatura (Galvani et al. 2012; Ravaiano et al. 

2014) e apresentam-se distribuídas, a partir do segundo e terceiro flagelômeros nas 

operárias e rainhas, respectivamente (Tabela 1). As sensilas basicônicas foram 

encontradas mais abundantes em operárias quando comparadas as rainhas (Tabela 2), 

diferentemente de M. quadrifasciata em que esse tipo de sensila encontra-se mais 

abundante em rainhas (Ravaiano et al. 2014). Essas sensilas têm sido descritas como 

receptores de hidrocarbonos, permitindo assim o reconhecimento de outros indivíduos 

dentro da colméia e também o reconhecimento de fontes de alimento (Galvani et al. 

2012; Nakanishi et al. 2009) 

A densidade das diferentes classes de sensilas foi estimada com base no número 

de sensilas contadas em uma área retangular de 40x80 mm dos flagelômeros de antenas 

de M. scutellaris, exceto para as sensilas campiniformes, ampuláceas e celocônicas, que 

não se apresentaram em número suficiente para análise estatística.  

As sensilas tricóides do tipo a apresentam-se em maior abundância ao longo de 

todos os flagelômeros quando comparada à outras classes de sensilas e, machos e fêmeas 

apresentam quantidades similares destas sensilas (Tabela 1). Contudo, no grupo de 

abelhas Emphorini, outro grupo de himenópteros as sensilas tricóides do tipo a 

apresentam-se em maior abundância em machos (Galvani et al. 2012). As sensilas 

tricóides do tipo b também estão distribuídas ao longo de quase todos os flagelômeros e 

são encontradas menos abundantes quando comparadas às tricóides do tipo a. As 
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tricóides do tipo b apresentam-se em maior abundância nas fêmeas quando comparado 

aos machos de M. scutellaris (Tabela 2), assim como no grupo de abelhas Emphorini em 

que as sensilas tricóides do tipo b foram mais abundantes em fêmeas (Galvani et al. 

2012).  

 Diferentemente de M. scutellaris, em M. quadrifasciata as sensilas tricóides do 

tipo a se apresentam em menor quantidade em rainhas quando comparado aos machos e 

operárias e as tricóides do tipo b são encontradas em maior quantidade em operárias e em 

menor quantidade nos machos, sendo que as rainhas apresentam uma quantidade 

intermediária destas sensilas (Ravaiano et al. 2014).  

As sensilas placóides apresentam-se em proporções similares entre machos e 

fêmeas (Figuras 1c, 2g, 2h, 3b, 3g, ) de M. scutellaris, visto que não houve diferença 

estatisticamente significativa (Tabela 2). As antenas de machos de A. mellifera podem 

apresentar quantidades superiores de mais de 7 vezes esse tipo de sensila do que fêmeas 

(Stort e Moraes-Alves 1999). Além disso, as sensilas placóides parecem ser importantes 

na recepção de odores e feromônios em Apis e Bombus (Ahmad e Ghamdi 2006; Fang et 

al. 2012; Spaethe et al. 2007). Embora as sensilas placóides já tenham sido descritas em 

maior número nos flagelômeros finais da antena de fêmeas de M. scutellaris (Nascimento 

et al. 2013), as figuras 4a-c indicam proporções similares dessas sensilas no último 

flagelômero de machos e de operárias. Embora os machos das abelhas do grupo 

Emphorini apresentem maior abundância de sensilas placóides, Galvani e colaboradores 

(2012) atribuem essa diferença ao fato dos machos possuírem um flagelômero extra. A 

imagem da região ventral do último flagelômero de rainha (Figura 4b) demonstra que, em 

geral, as sensilas são raras nesta região e abundantes no lado dorsal.  
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Este estudo apresenta também a caracterização morfológica da porção anterior 

(cabeça) de larva pré-defecante (LDP), um importante estágio larval no processo de 

diferenciação de casta em M. scutellaris. Foram identificadas na cabeça de larva LDP de 

M. scutellaris estruturas similares a sensilas (Figuras 5c, e, g), entretanto, com a porção 

extracuticular pouco desenvolvida. Rozen (2011) apresentou a morfologia do último 

estágio larval de uma tribo de abelhas solitárias (Emphorini) em que estruturas similares 

às que foram encontradas na cabeça de larva LDP de M. scutellaris foram identificadas 

como sensilas. Este trabalho é pioneiro em apresentar possíveis estruturas sensoriais e, 

consequentemente, possíveis receptores em larva LPD de abelha do gênero Melipona. 

Em insetos holometábolos o desenvolvimento da sensila ocorre no estágio de 

pupa. Em Melipona quadrifasciata anthidioides as sensilas iniciam seu desenvolvimento 

na transição de pré-pupa para pupa de olho branco, estágio em que é possível identificar 

as células de suporte, os neurônios e o nervo antenal; no estágio de pupa de olho preto já 

se pode observar as sensilas com suas projeções cuticulares externas assim como se 

manterá no indivíduo recém emergido (adulto) (Azevedo et al. 2008). Embora a sensila 

madura esteja presente somente no estágio pupal, as larvas apresentam, mesmo que raro, 

órgãos sensoriais periféricos constituídos por neurônios bipolares (Cruz-Landim 2009). 

 Estas estruturas encontradas na cabeça de larva LDP de M. scutellaris possuem 

poros em sua base e são morfologicamente semelhantes às sensilas (5d, f, h). Embora 

ainda não apresentem os componentes cuticulares evidentes, essas estruturas podem 

desempenhar um papel importante na diferenciação das castas em M. scutellaris. Em 

Melipona o alimento larval é semelhante em quantidade e composição para larvas de 

rainha e operária, além disso a operculação da célula de cria ocorre rapidamente logo 
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após a ovoposição pela rainha (Kerr et al. 1996; Sakagami 1982), fatores que levaram 

Kerr (1950) a propor um mecanismo genético-alimentar para diferenciação das castas 

nestas abelhas.  

Estas estruturas semelhantes à sensilas, atuando como receptores, poderiam 

detectar compostos, possivelmente voláteis, dentro da célula de cria operculada ativando 

genes que estimulariam os corpora allata a produzir hormônio juvenil (com alimento 

suficiente disponível no meio ambiente) em níveis adequados para produzir o fenótipo de 

rainha (Bonetti et al. 1995; Camargo et al. 1976; Kerr, 1974). Assim, componentes do 

meio ambiente, como o geraniol (Jarau et al. 2010), atuariam ativando o sistema 

endócrino em determinado estágio do desenvolvimento em que os títulos de hormônio 

juvenil e de ecdisteróides estariam atuando de forma sinérgica (Hartfelder e Rembold 

1991; Hartfelder et al. 2000; Hartfelder et al. 2006; Pinto et al. 2002) desencadeando em 

um fenótipo de fêmea completa. 

O desenvolvimento de rainha em proporções de até 25% como observado por 

Kerr (1950) no genêro Melipona deixa evidente a atuação de um componente genético na 

diferenciação de casta, entretanto, os componentes exatos deste mecanismo permanecem 

desconhecidos. Neste trabalho nós identificamos estruturas sensoriais em larva LPD, 

estágio do desenvolvimento anterior ao de pupa onde as sensilas, geralmente, já estão 

“completas” e que podem estar envolvidos com a diferenciação de castas. Além disso, 

apresentamos, a morfologia comparativa entre as castas e sexo em M. scutellaris, embora, 

esta espécie apresente as mesmas classes de sensilas encontradas em outras abelhas do 

gênero Apis e outras espécies de meliponíneos, sendo que maior diversidade de sensilas 

foi verificada nos últimos flagelômeros. Este trabalho, contribui, também, para novas 
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perspectivas para os estudos fisiológicos e moleculares que auxiliarão a entender melhor 

o processo de diferenciação de castas em Melipona scutellaris. 
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