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RESUMO

A determinacdo de castas no género Melipona envolve um mecanismo genético-
alimentar que ainda ndo foi completamente esclarecido. Ao longo do ano, essas abelhas
alteram algo na alimentagdo larval que aumenta ou diminui o niimero de rainhas formadas. O
presente estudo teve como objetivo identificar variagdes na constituicdo desse alimento entre
alvéolos de uma colonia e testar a influéncia dessas variaveis nas castas formadas. Os
principais elementos que variaram foram o volume total, o volume da camada inferior ¢ o
volume da camada superior do alimento. A criagdo de larvas in vifro, com alimentagéo
controlada, mostrou que a quantidade de alimento ndo € o unico fator responsavel pela
determinagio de castas, pois o aumento da quantidade de polen ou da camada superior do
alimento diminuiram o nimero de rainhas formadas. O equilibrio entre os seus constituintes €,
portanto, mais importante que a quantidade total de alimento ingerido. Foi proposta a hipotese
do “Equilibrio Tréfico” que, em fungdo de estresses ambientais, ocorre desequilibrio dos
constituintes do alimento larval, diminuindo o nimero de rainhas formadas, pois elas

representariam um desperdicio energético.

Palavras chave: Determinagdo de Castas; Equilibrio Trofico; Alimento Larval
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1. Introducgio:

Entre os Hymenoptera sociais, as operarias e as rainhas sao fémeas ¢ nascem de ovos
fertilizados, dipléides. Diferenciagdo de castas refere-se ao processo em que larvas fémeas
desenvolvem-se em rainhas ou operarias.

Rainhas sdo especializadas na postura de ovos e garantem a reprodugéo da espécie
(Nogueira-Neto 1997). As operarias sdo especializadas em trabalhar para manutengio da
colonia e, por isso, possuem ovarios atrofiados. Mesmo que estes, eventualmente, funcionem
(Sakagami 1982, Koedam & Imperatriz-Fonseca 2004), elas sdo incapazes de copular e
produzir descendentes dipléides (Wilson 1971).

Existem basicamente trés mecanismos que controlam a diferenciagdo das castas nas
abelhas eussociais da familia Apidae e que estdo relacionados, especificamente, com as tribos
Apini, Trigonini € Meliponini.

Na tribo Apini, em abelhas do género Apis, a quantidade ¢ a qualidade de alimento
possuem um papel fundamental para tal polimorfismo, principalmente, nos primeiros cinco
dias de vida (Ishay et al. 1976; Asencot & Lensky 1984; Rembold et al. 1974, Weaver 1974).
As larvas que dardo origem as rainhas recebem geléia real durante seis dias e as que vao
originar operérias, recebem uma mistura de mel e polen, apos o terceiro dia de alimentagdo
larval. Durante as estagdes reprodutivas, a col6nia constréi alvéolos especiais, chamados de
realeiras, para a producdo de rainhas.

Rembold et al. (1974) e Asencot & Lenky (1984) concluiram que a ingestao de grande
quantidade de alimento acionaria os proprioceptores localizados nas paredes do intestino
médio da larva, que enviaria estimulos ao cérebro. Esses, por sua vez, liberam hormonios que

ativam os Corpora Allata produzindo Horménio Juvenil, que ¢ responséavel pela diferenciagdo



da larva em rainha (Asencot & Lenky 1984; Campos 1977; Bonetti 1982, 1990; Bonetti &
Kerr, 1985).

Enquanto Rembold et al. (1974) obtiveram sucesso na purificagdo parcial de alguns
componentes determinantes da gel€ia real, estudos de criagdo de larvas, experimentalmente,
levaram Dixon & Shuel (1963) e Weaver (1974) a concluir que a determinagdo de castas nao
poderia depender de uma substancia “determinante” distinta e, sim, de uma composi¢do
equilibrada de nutrientes na geléia real. Mesmo com o progresso nas analises da composi¢dao
da geléia real (Takenaka & Takahashi 1980, 1983) e o desenvolvimento de novas técnicas de
criagio de larvas in vitro (Rembold & Lackner 1981; Wittmann & Engels 1987) ndo foi
possivel ainda esclarecer essa controvérsia.

Na maioria dos Trigonini, apenas a quantidade de alimento € o fator responsavel pela
diferenciagdo entre as castas, de tal modo que larvas que se diferenciarao em rainha recebem
maior quantidade de alimento do que aquelas que originarao operarias (Darchen & Delage-
Darchen 1970, 1971, Camargo 1972, Terada 1974). Aparentemente, nestas abelhas ndo existe
diferenciagio qualitativa entre o alimento recebido por operarias e por rainhas (Hartfelder
1987). Assim como na tribo Apini, nas estagoes reprodutivas, alvéolos especiais sao
construidos para produg@o de rainhas.

Thering (1903) notou, pela primeira vez, que nos favos de cria da tribo Meliponini
todos os alvéolos eram do mesmo tamanho e deles emergiam operarias, rainhas ou machos.
Ele sugeriu que as castas neste género seriam, possivelmente, condicionadas por algum
mecanismo antes do ovo ser depositado sobre o alimento larval. Kerr (1950) e Kerr et al.
(1966) propuseram a existéncia de uma predisposigio genética para o desenvolvimento das
castas, dependente de fatores alimentares. Segundo essa hipotese, as rainhas s3o heterozigotas
para dois pares de alelos sexuais, X* e X°, transformando-se em rainhas apenas as que,

durante a fase de larva, recebem uma quantidade de alimento suficiente para desenvolver as



caracteristicas feminizantes (Figura 1). Dessa forma, de acordo com a disponibilidade de
recursos alimentares no ambiente € na colOnia, as operarias que constroem os alvéolos alteram
a constituicdo do alimento larval que ird influenciar no nimero de rainhas que serdo formadas
(Kerr et al. 1966). Essa alteragdo na constitui¢do do alimento larval ainda ndo foi totalmente

elucidada, podendo envolver mudangas quantitativas ¢/ ou qualitativas.

Figura 1: Esquema da hipotese de determinagdo de castas no género Me/ipona (Kerr 1950).

Almeida (1974) mostrou que, em condigdes de subalimentago, todas as larvas de
Melipona scutellaris geram operarias. Em condigdes de superalimentagdo, % das larvas

originam operdrias e Y4, rainhas. Camargo (1972) observou o mesmo para M. rufiventris € M.



quadrifasciata. Almeida (1974) observou, também, que ndo houve alteragdo na proporgao
entre as castas nas larvas que receberam alimentagdes ricas em glicose anidro ou acetilcolina.
Baseado nesses dados, essas autoras concluiram que as rainhas do género Melipona (larvas
duplo heterozigotas para os genes determinadores das castas) dependem de uma
superalimentagdo ou de fatores ambientais diversos para se desenvolverem como fémeas
completas.

Em Melipona quadrifasciata, Kerr (1948) e Bezerra (1995) mostraram que o0s machos
nascem, preferencialmente, no centro dos favos de cria e as rainhas nascem, principalmente,
na periferia. Esses autores relacionaram esse padrao reprodutivo com a variagdo na
quantidade de alimento entre os alvéolos do centro do favo para os da periferia.

Apesar da hipotese de Kerr (1950) e Kerr et al. (1987) estar bem fundamentada, o
sistema de determinagdo de castas da tribo Meliponini tem recebido atengao diferenciada, pois
ha, ainda, muitas incognitas e controvérsias para serem desvendadas.

Judice et al. (2004) mostraram relagdio significativa entre o nivel de expressao de
determinados genes com as castas. Esses genes sdo candidatos para serem estudados ¢
relacionados com a determinagdo das castas em Melipona.

Outros estudos também tém gerado discussdo, apontando novos caminhos para
explicar o problema. Uma hipotese recentemente formulada, conhecida como “Self-
determination”, afirma que as larvas, durante seu desenvolvimento, tem a capacidade de
decidir sobre sua casta (operaria ou rainha) de acordo com estimulos da coldnia (Bourke &
Ratnieks, 1999; Ratnieks, 2001; Wenseleers 2003), o que carece de dados experimentais
consistentes e, por isso, é pouco aceita pela comunidade cientifica. A principal base dessa
hipotese é o fato de que a maior parte das fémeas que se desenvolvem em rainhas nas coldnias
do género Melipona sio mortas pelas operarias, horas ou dias apos sua emergéncia (Engels &

Imperatriz-Fonseca 1990; Imperatriz-Fonseca & Zucchi 1995). Apesar da produgio excessiva



de rainhas ter sido considerada paradoxal ha tempos (Engels & Imperatriz-Fonseca 1990), isto
poderia ser entendido & luz da hipotese do “Self Determination” (Ratnieks et al. 2001).
Aparentemente, permite, também, explicar outros fatos intrigantes, como a formagao de
rainhas nos géneros Friesemelitia e Leurotrigona, nos quais algumas larvas fémeas percebem
a necessidade de formagdo de rainha e perfuram a parede de alvéolos adjacentes, ingerindo
quantidade extra de alimento larval, desenvolvendo-se em rainha (Terada, 1974; Faustino et
al, 2002).

Outro fato que tem intrigado muitos cientistas e, possivelmente, esta relacionado com
a evolugio do sistema de determinagdo de castas nas abelhas sem ferrdo (Trigonini e
Meliponini) é o nascimento de rainhas a partir de células de onde deveriam nascer operarias
em algumas espécies da tribo Trigonini (Campos & Costa 1989; Ribeiro 2004). Isso evidencia
que, além da quantidade de alimento, existe algum fator ambiental e/ ou genético que interfere
no desenvolvimento de caracteristicas feminizantes nesse grupo de abelhas (Ribeiro 2004).

Apesar dos mecanismos morfo-fisiologicos de determinagdo de castas das abelhas
sociais estarem sendo estudados, o controle da coldonia sobre a proporgdo entre as castas,
observado nas diferentes esta¢des do ano, ainda permanece obscuro, principalmente no género
Melipona.

Em Apini e Trigonini, esse controle ¢ feito por meio da construgao ou nao de alvéolos
reais, alvéolos maiores de onde deverdo nascer rainhas. Dessa forma, Apis mellifera (Apini)
produz, em média, uma rainha para cada 10.000 operarias ao longo do ano (Seeley 1985;
Winston 1987), alterando essa proporgdo de acordo com a populagdo da coldnia e condig¢des
ambientais. Em Tefragonisca angustula (Trigonini), apenas quatro rainhas sao produzidas por
coldnia em uma estagdo reprodutiva (van Veen & Sommeijer 2000).

Em Meliponini, o niimero de rainhas produzidas ao longo do ano varia entre 0% e

25% das fémeas, da estagio ndo reprodutiva para a reprodutiva (Kerr 1966; Almeida 1974;



Bezerra 1995). Uma das hipoteses é a de que, em fungdo de uma ma alimentagéo, o numero
de rainhas formadas diminuiria (Kerr 1966, Bezerra 1995). Contudo, a variagao da qualidade/
quantidade da alimentagdo larval ao longo do ano nunca foi estudada. Ainda ndo se sabe se €
a quantidade ou a qualidade do alimento larval (ou ambos) que ¢ responsavel por essa grande
mudanga na proporgao de rainhas e operarias ao longo do ano.

Muitos fatos acerca desses assuntos sdo contraditorios e uma das razdes para isso € a
escassez de dados, especialmente, acerca da influéncia de fatores ambientais no
desenvolvimento larval, com destaque para a qualidade e constitui¢ao do alimento larval de
abelhas sem ferrdo.

O objetivo geral do presente trabatho é o de acrescentar dados aos conhecimentos
sobre as propriedades do alimento larval e avaliar a influéncia de suas variagbes na
determinagdo de castas no género Melipona.

Os objetivos especificos sdo: (1) caracterizar e quantificar atividades enzimaticas do
alimento larval de Melipona scutellaris; (2) comparar a composigao do alimento larval entre
os alvéolos de cria de uma mesma coldnia de M. scutellaris, estabelecendo uma propor¢ao
entre polen, secregio glandular, atividade enzimatica e quantidade total de alimento em cada
alvéolo; (3) correlacionar a quantidade de polen e de secregdes glandulares com a

determinagdo de castas do género Melipona.



2. Material e Métodos:

2.1. Anilise da composigio do alimento larval de Melipona scutellaris nos alvéolos

O material biolégico foi retirado de coldnia forte de Melipona scutellaris, proveniente
da Bahia, criada em colméia racional em Uberlandia-MG desde o ano 2000. Foi retirado um
disco de cria com cerca de 150 alvéolos, todos contendo ovos (Figura 2). Dessa mesma
coldnia, um favo mais velho, contendo pupas de olho preto, foi usado para saber a proporgdo

entre machos, operdrias e rainhas que estava ocorrendo no periodo do experimento.

Figura 2: Favo de cria recém construido, contendo apenas ovos, o que pode ser constatado por sua

coloragiio escura e presenga de alvéolos em construgdo nas bordas.

Os alvéolos foram abertos e, com auxilio de uma pinga, os ovos foram removidos. O

alimento larval de cada um deles foi coletado, separadamente, com uma pipeta automatica ¢



transferido para tubos plésticos de 0,5ml (EPPENDORF). Aleatoriamente, foram escothidos
25 tubos para o estudo.

Os tubos foram centrifugados por 15 min a 10.000g, separando duas camadas: (1)
superior, contento basicamente secregdo das glandulas hipofaringeanas, agua, mel e
subprodutos da digestdo do polen; (2) e inferior, contendo basicamente todo o pélen do

alimento do alvéolo (Figura 3).

— Camada Superior do Alimento

05 cm 7 3 — Camada Inferior do Alimento

Figura 3: Alimento larval de M. scutellaris apos centrifugacao. mostrando as camadas.

A camada superior foi transferida para outro tubo e o volume foi quantificado com
uma pipeta automatica.

Foi adicionado a camada inferior (polen) 100 ul de agua destilada, permitindo a
medigao do seu volume com uma pipeta automatica, subtraindo o volume de dgua adicionado.

Somando-se o volume das duas camadas, obteve-se a quantidade total de alimento
larval em cada alvéolo.

A camada superior do alimento de cada alvéolo foi submetida a um teste de reagdo
enzimética qualitativo e semi-quantitativo com o Kit Api Zym (BIOMERIEUX) (Tabela 1)
que identifica 19 tipos de enzimas diferentes a partir de pequena quantidade de amostra néo

purificada depositada em uma galeria com 20 pogos, cada um contendo um substrato



especifico para a enzima testada

{Fi

LA |

gura 4). O resultado da rea¢fio € mensurado pela alteracio

ou ndo da cor ¢ sua intensidade esta diretamente relacionada com o grau de reagfio com o

substrato, permitindo estimar (em nmol) a quantidade de enzima presente na amostra.

Tabela 11 Informagdes 50

obre

as enzimas analisadas pelo Kit Api Zym (Biomdrieux).

Reagic
N® Enzima Detectada Substrate pH Positiva Negativa
1 Controle - Incolor ou cor da amostra
2 Fosfatase alcalina 2-naftil fosfato 8.3 Violeta
3 Esterasc {C 4} 2-naftil butirato 6.5 ‘x iolcta
4 Esterase Lipase (C &) 2-naftif caprifato 7.5
5 Lipase{(C 14} Z-naﬂil mim’;atc 7.5
6 Leucina arilamidase 7.5
7  Valina arilamidase L 7.5
g (i L-ci 7.5
9 N ! ar amida 8.5
1) g-quimolr ipsing N-glitaril-fenilalanina-2-naftilamida 7.3 incolor ou
11 Fosfatase 4cida 5,4 cor da
12 Naficl-AS-Bi-fosfohidrolase 34 amosia
13 ctosid 5.4 iol
i4 54 Violeta
15 5.4 Azul
16 54 Violeta
17 5.4 Violeta
8 1-nafiil-N-acetil- ﬁ»D-glnm..mzmda 54  Castanho
19 7 6-Rr-2-naftil-gD-manopiranosida 54 Violeta
20 a- fucosxdase 2-naftil-aL-fucopiranosida 5.4 Violeta

00880008

Figura 4: Teste de reagdo enzimatica qualitativa e semi-quanifativa

do Kit Api Zym Biomeérieux (exemplo ilusirativo).

Foram diluidos 30 ul da camada superior do alimento de cada alvéolo em 1,5 mi de

soro fisiolégico, separadamente. Foram aplicados 60 wl dessa solugdio em cada pogo da

galeria. Além do teste enzimdtico, o padrdo de polipeptidios de cada alvéolo foi comparado,
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por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE/SDS) 12%, segundo o método de
Laemmli (1970). A quantificagdo total de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976).

Para avaliar alteragdes nas rea¢les enzimaticas em fungdo do tempo de operculagdo
dos alvéolos também foi usado o Kit Api Zym, em dois grupos experimentais: um contendo
trés alvéolos recém operculados e outro, contendo trés alvéolos operculados ha nove dias,
tempo necessario para o ovo de M. scutellaris eclodir (Almeida 1974).

Foram diluidos 30 uL da camada superior do alimento do alvéolo, de cada grupo, em
1,5 ml de soro fisiolégico, separadamente. Foram aplicados 60 pl dessa solugdo em cada pogo

da galeria do Kit Api Zym.

2.2. Composicio do alimento larval e a determinagéo de castas em Melipona scutellaris

Utilizando o método de criagfio de abelhas in vitro desenvolvido por Camargo (1972)
e aprimorado por Menezes (2004) foi testada a importancia relativa do pdlen, da camada
superior do alimento e da quantidade total de alimento larval na determinagéo de castas de M.
scutellaris.

O método de criacdio de abelhas in vitro consiste na transferéncia de uma larva (de 1-2
dias de vida) e do alimento dos alvéolos naturais para alvéolos artificiais. Os alvéolos
artificiais utilizados nesse estudo foram os orificios de placas de teste de imuno-ensaio
(ELISA), que possuem medidas semelhantes aos alvéolos naturais de Melipona scutellaris
(Figura S). As placas, que possuem 96 orificios, eram cobertas com cera alveolada de Apis
mellifera ¢ mantidas, separadamente, dentro de vasilhames em uma estufa incubadora B.0O.D.
(CIENTEC — Modelo CT 703) & 30 °C. A umidade foi mantida em 75% por meio de um
béquer com solugdo saturada de Cloreto de Sédio dentro de cada vasilhame. Para evitar a

proliferacio de fungos, o béquer foi removido apds a transformagéo das larvas em pupas.



»
[

Figura 3: Placa nara teste de imuno-ensaio (ELISA Y usada para criacao das larvas em laboratorio. As setas

(3 teste foi aplicado em ¢

3
5
5
2

tro grupos de 96 larvas cada: (1) controle; (2) experimental
com o dobro da quantidade de alimento; (3) experimental com alimentagio rica em secregiio

glandular e agucares; (4) experimental com alimentagfo rica em pdlen.

contendo apenas ovos, de cinco coldnias diferentes. Os ovos foram remov idos com uma pinca

m

os favos comprimidos sobre um funil. O alimento foi homogeneizado e utilizado conforme

descrito abaixo. Parte desse alimento foi centrifugada por 15 min a 10.000g para separacio
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As larvas do grupo experimental (2) com o dobro da quantidade de alimento
receberam 240 ul de alimento homogeneizado.

As larvas do grupo experimental (3) com alimentagdo rica em secrecdo glandular e
agucares receberam 120 ul de alimento homogeneizado mais 40 pl da camada superior do
alimento do alvéolo, portanto total de 160 ul. O volume acrescentado representa,
aproximadamente, 50 % do volume médio de camada superior presente nos alvéolos naturais
processados.

As larvas do grupo experimental (4) com alimentagio rica em polen receberam 120 uL
de alimento homogeneizado, mais 20 uL de polen, proveniente da centrifugacdo do alimento
do alvéolo, totalizando 140 ul de alimento. O volume acrescentado representa,
aproximadamente, 50 % do volume médio de polen presente nos alvéolos naturais
processados. A viscosidade do pélen ndo permitiu a coleta de 20 ul com uma pipeta
automatica, por isso, o volume total de alimento que seria utilizado no experimento (12 ml)
foi colocado em uma proveta e o polen pastoso foi sendo adicionado até atingir o volume final
desejado (14 ml). Depois de homogeneizado, foram distribuidos 140 uL dessa solugdo em

cada alvéolo, para um volume final de 120 ul de alimento larval e 20 ul de polen.



3. Resultados:

13

3.1. Composicio do alimento larval de Melipona scutellaris e suas variagdes entre os

alvéolos

O volume médio de alimento presente nos alvéolos de cria de M. scutellaris foi 1 19,3

ul (= 16,9), maxima de 141 pl e minima de 72 pl (Tabela 2). O volume médio da camada

superior do alimento centrifugado foi 82,4 ul (+ 9,2), maxima de 99 ul e minima de 63 pl

(Tabela 2). O volume médio da camada inferior foi 36,9 ul (= 12,6), maxima de 60 ul e

minima de 8 ul (Tabela 2). N&o houve diferenga no volume total de alimento, para as camadas

inferiores e superiores entre os alvéolos da borda e os do centro (Figura 6).

s N N\
%A
§ 80 ~ ):(A at—a M\\Yéwx
o 60
> /> X SR %y
40 X\X\/( \ VXX\)( X Yﬁ
20 7 Y
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
CRGRIYEITEEEBIRBUNESETNGE
Numero do Alvéolo

rﬁs— Volume da Cama a"

‘ Superior

Inferior

} e \/0lume Total

L.

R

|
| —x— Volume da Camada|

06

Figura 6: Variagio do volume total, da camada superior ¢ da camada inferior do alimento dos alvéolos em

fungdo da localizagdo no favo de cria. Quanto maior o niimero do alvéolo, mais proximo ao centro do favo o

alvéolo se localizava.
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Tabela 2: Volume de alimento nos alvéolos de cria de Melipona scutellaris e de cada uma das duas camadas.

Quanto maior o nimero do alvéolo, mais préximo ao centro do favo o alvéolo se localizava.

Numero do Volume da Camada  Volume da Camada Volume Total

Alvéolo Superior (ul) Inferior (ul) (ul)
6 92 44 136

10 94 34 128
26 83 15 98
35 82 36 118
39 83 55 138
49 80 48 128
50 86 39 125
52 72 60 132
54 88 20 108
57 72 23 93
60 80 27 107
62 85 47 132
63 83 30 113
64 70 42 112
68 63 32 95
69 94 28 122
72 82 52 134
74 92 49 141
87 99 37 136

93 64 8 72
105 86 46 132
111 89 42 131
117 79 28 107
123 87 40 127
128 75 40 115

Meédia 82,4 36,9 119,3
Desvio Padriao 9,18 12,58 16,93

A analise de um favo mais velho, contendo pupas de olho preto, utilizado como
Controle, mostrou que n3o estavam sendo produzidos machos no periodo dos experimentos
(Dezembro/2005). Dos 105 alvéolos abertos, 100 continham operarias e 5 continham rainhas,
portanto, propor¢ao de 20:1 (operarias: rainhas).

Os testes enzimaticos mostraram a presenga das seguintes enzimas no alimento larval:
Fosfatase Alcalina, Esterase (C4), Esterase Lipase (C8), Fosfatase Acida, Naftol-AS-BI-

fosfohidrolase, a-galactosidase, B-galactosidase, a-glicosidase e B-glicosidase.
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Verificou-se diminui¢do na intensidade das reacdes das enzimas a medida que os
alvéolos analisados se aproximavam do centro do favo, com excegdo da enzima f-

galactosidase, que apresentou intensa atividade na maioria dos alvéolos analisados (Tabela 3).

Tabela 3: Intensidade das reagBes das enzimas presentes no alimento larval de M. scutellaris. Quanto maior o
numero do alvéolo, mais proximo ao centro do favo o alvéolo se localizava. A intensidade de reagio ¢ avaliada

pela intensidade da coloragdo: 1 e 2 representam reagdes negativas e 3, 4 ¢ 5 representam reagdes positivas.

Reac¢des Enzimaticas

Numero  Fosfatase  Esterase Esterase  Fosfatase  Naftol-AS- a- B- a- B-
do Alcalina (o)) Lipase Acida Bl-fosfo galacto  galacto glico glico
Alvéolo (C8) hidrolase sidase sidase sidase sidase

5
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Quando as reagdes enzimaticas de alvéolos recém operculados foram comparadas com
alvéolos operculados ha nove dias, foi observada diminuigdo na intensidade de reagdo mais

acentuada para as enzimas fosfatase alcalina, esterase (C4), esterase lipase (C8), fosfatase



16

acida, naftol-AS-Bl-fosfohidrolase e a-glicosidase e menos acentuada para as enzimas a-

galactosidase, B-galactosidase e B-glicosidase (Tabela 4).

Tabela 4: Comparagio da intensidade das reagdes das enzimas presentes no alimento larval de M. scutellaris
entre favos operculados recentemente e favos operculados hi nove dias. A intensidade de reacdo ¢ avaliada pela

intensidade da coloragdo: 1 e 2 representam reagdes negativas ¢ 3, 4 ¢ 5 representam reagdes positivas.

Reagdes Enzimaticas

Fosfatase  Esterase  Esterase Fosfatase  Naftol- AS- a- B- a- B-
Alcalina (C4) Lipase Acida BI-fosfo galacto galacto glico glico
(C8) hidrolase sidase sidase sidase sidase
Favos recém 5 3 3 5 5 3 5 5 4
operculados
Favo,s opercu}ados 3 1 1 3 3 ) 4 ) 3
ha nove dias

A quantidade média de proteinas por alvéolo foi 652,01 pg (+ 89,66) e a concentragao
média foi 7,92 (+ 0,73) (Tabela 5). Quando analisados em gel de eletroforese PAGE/SDS, foi
observada diferenga no perfil protéico do alimento dos alvéolos, desaparecendo algumas

bandas a medida que o alvéolo se aproximava do centro do favo (Figura 7 e 8).
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Tabela 5: Quantidade e concentragdo de proteinas totais nos alvéolos estudados. Quanto maior o nimero do

alvéolo, mais préximo ao centro do favo de cria ele se localizava.

Numero do Concentragdo  Quantidade de

Alvéolo de Proteinas  Proteinas por
(ng/pL) Alvéolo (ng)

6 5,52 507,75
10 8,80 826,92
26 8,58 712,14
35 7,76 636,24
39 8,11 672,96
49 8,11 648,64
50 8,30 713,97
52 7,83 563,76
54 7.95 699,42
57 8,16 587,52
60 9,00 720,00
62 8,04 683,57
63 9,67 802,61
64 7,82 547,12
68 7,90 497,76
69 7,79 732,45
72 7,54 618,12
74 7,83 719,90
87 7,62 754,18
93 7,90 505,66
105 7,18 617,39
111 7,85 698,56
117 7,24 572,04
123 7,55 656,59
128 8,07 604,95
Média 7,92 652,01

Desvio Padrdo 0,74 89,66
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3.2. Composi¢ao do alimento larval e a determinacdo de castas em Melipona scutellaris

O grupo (1) controle, que recebeu 120 ul de alimento larval homogeneizado,
apresentou taxa de sobrevivéncia de 51,04%. Dos 49 individuos que atingiram o estagio de
imago, 39 (79,59%) eram operarias e 10 (20,41%) eram rainhas. A média do peso das rainhas
foi 85,22 mg (+ 12,72) e das operarias foi 91,01 mg (+ 11,81) (Tabela 6).

Todos os individuos do grupo (2) experimental, com o dobro da quantidade de
alimento, morreram antes de atingir o estagio de pupa. O excesso de alimentagdo gerou
desenvolvimento exagerado no tamanho das larvas, o que impediu a sua movimentagdo dentro
dos alvéolos, sendo essa, provavelmente, a causa da morte (Tabela 6).

O grupo (3) experimental, com alimentagio rica em secre¢des glandulares e agucares,
apresentou taxa de sobrevivéncia de 58,33%. Dos 56 individuos que atingiram o estagio de
imago, 55 (98,21%) eram operarias e 1 (1,79%) era rainha. O peso da rainha foi de 78,5 mg e
a média do peso das operarias foi 95,35 mg (+ 9,07) (Tabela 6).

O grupo (4) experimental, com alimentagdo rica em polen, apresentou taxa de
sobrevivéncia de 42,71%. Dos 41 individuos que atingiram o estagio de imago, 38 (92,68%)
eram operarias e 3 (7,32%) eram rainhas. A média do peso das rainhas foi 89,63 mg (+ 6,13) e

das operarias fo1 92,80mg (+ 8,26) (Tabela 6).

Tabela 6: Resultados da criagio de abelhas in vitro.

Tipo de Alimentagio Volgme Total de Nl’lmequ de Nﬁmero de
Alimento (ul) Operarias Rainhas
Grupo (1) Controle 120 39 10
Grupo (2) Dobro de Alimento 240 - -
Grupo (3) Camada Superior do Alimento 160 55 1

Grupo (4) Camada Inferior do Alimento 140 38 3
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4. Discussio e Conclusao:

A caracterizagio de alguns dos elementos do alimento larval e de suas variagoes entre
os alvéolos de uma mesma coldnia representou um passo importante em dire¢do aos
mecanismos de controle da proporgdo de castas no género Melipona. O alimento larval ¢
ainda pouco conhecido e é provavel que suas variagdes influenciem a determinagdo de castas,
até o limite de 25%. Os resultados preliminares obtidos neste trabalho propdem novos
caminhos para analisar o problema.

A intensidade das atividades enzimaticas testadas diminuiu & medida que os alvéolos
analisados se aproximavam do centro do favo de cria. A priori, seria possivel pensar que essa
variagdo esta relacionada a determinagdo de castas, ja que Bezerra (1995) observou que as
rainhas geralmente emergem nas bordas dos favos de cria e operarias emergem, em maior
numero, no centro do favo.

Quando as reagdes enzimaticas de alvéolos recém operculados foram comparadas com
alvéolos operculados ha nove dias, foi observada diminuigo significativa na intensidade de
reagdo das enzimas, chegando a ser nula em algumas. A variacdo encontrada entre os alvéolos
da regido central do favo e das bordas pode estar refletindo sua ordem de construg@o, que
ocorre do centro para a periferia. Isso pode explicar, também, o desaparecimento de bandas
protéicas no perfil eletroforético a medida que o alvéolo se aproximava do centro do favo de
cria.

Provavelmente, as enzimas estudadas estdo relacionadas exclusivamente a fungdes
digestivas, especialmente, na conversdo de carboidratos e digestdao do polen. Velthuis (1992)
sugeriu que a fungdo original das secregdes hipofaringeanas das abelhas ¢, em geral,
simplesmente digestiva e esse padrio é ainda prevalente em Bombinae e Meliponinae.

Pereboom (2000) mostrou que essas secregdes ndo tem nenhuma fungo na determinagao de
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castas de Bombus terrestris, sendo igualmente fornecidas a machos, operarias e rainhas. Kerr
(1966) também ndo observou em uma coldnia de Melipona quadrifasciata, comportamento
que justificasse diferencas qualitativas nas secre¢des entre os diferentes alvéolos, durante o
processo de aprovisionamento de cada alvéolo.

Essas evidéncias, juntamente com o fato de no ter sido encontrado diferengas entre as
enzimas estudadas, permitem deduzir que, dificilmente, elas estariam relacionadas a
determinagdo de castas no género Melipona.

Avaliando o perfil protéico do alimento observou-se que, apesar da ampla variagao da
quantidade de proteinas totais por alvéolo (Coeficiente de Variagdo - CV = 13,75%), a sua
concentragdo apresentou-se razoavelmente estavel (CV = 9,34%). A ampla variagdo deve
estar mais relacionada a mudangas na quantidade total de alimento do alvéolo do que a
concentragdo de proteinas. Hartfelder (1985) mostrou que o alimento larval dos alvéolos de
operaria de Scaptotrigona postica possui trés vezes menos quantidade de proteina do que a
geléia real de Apis mellifera. Isso deve ocorrer porque a geléia real possui uma fungdo
nutritiva fundamental para as larvas de rainhas, que neste grupo de abelhas, sdo alimentadas,
exclusivamente, com geléia real. A diferenga no contetdo protéico € suprida pela presenca do
polen no alimento das abelhas sem ferrdo.

Os outros fatores analisados variaram amplamente entre os alvéolos analisados. O
volume total de alimento variou entre 72 pl e 141 ul (CV = 14,19%), o volume do pdlen
variou entre 8 pl e 60 pl (CV =34,09%) e o volume da camada superior do alimento variou
entre 64 ul e 99 ul (CV =11,14%).

Para estimar a importancia relativa da variagdo desses elementos, comparamos esses
dados com a proporgdo entre operarias e rainhas, que estava ocorrendo na colonia no
momento da analise da composi¢io do alimento, que era de 20:1 (operarias: rainhas) e

nenhum macho.
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O primeiro fator considerado foi a quantidade total de alimento. Partiu-se da premissa
de que esse seja o fator usado pela coldnia para regular o nimero de rainhas formadas,
conforme defendido por varios autores (Kerr et al 1966, Camargo 1972, Almeida 1974,
Maciel-Silva & Kerr 1991, Bezerra 1995). No presente estudo, deveria ter sido encontrada
uma variagdo na quantidade de alimento que mantivesse a proporgdo de 20:1, conforme
estava ocorrendo, naturalmente, no momento da analise, na coldnia.

A criagdo das larvas em laboratorio, com 120 pl de alimento, gerou uma proporgédo
entre operarias e rainhas de 3:1, sendo esse um volume considerado suficiente para que um
individuo, heterozigoto para os genes X* e X se torne rainha. De acordo com Almeida
(1974), Camargo (1972) e Maciel-Silva & Kerr (1991), todas as larvas que recebem sub-
alimentagdo geram operarias e as que recebem maior quantidade de alimento geram a
proporgdo 3:1 (operaria: rainha). Para a presente analise, usamos como valor limiar para sub-
alimentacgdo, volumes abaixo de 120 ul de alimento, no alvéolo.

As larvas em desenvolvimento nos alvéolos com menos de 120 pl de alimento
gerariam somente operdrias e as que estavam em alvéolos com mais alimento, se
transformariam em operarias ou rainhas, segundo a proporg¢ao de 3:1 (operarias: rainhas). Nos
25 alvéolos estudados, 11 individuos se desenvolveriam em operarias, probabilisticamente, e
14 estariam sujeitos a proporgdo 3:1 (Tabela 7). Nesse caso, de acordo com a probabilidade,
seriam formadas 3,5 rainhas e 10,5 operarias. Nos 25 alvéolos, entdo, a previsdo € de 3,5
rainhas e 21,5 operarias, proporgao aproximada de 6:1, diferente dos 20:1 observados. Caso a
condi¢do de sub-alimenta¢do fosse um volume menor que 120 ul, a proporgdo obtida se
distanciaria ainda mais do esperado.

Portanto, a afirmativa de que a quantidade de alimento ¢ o fator determinante da
proporgdo entre as castas € controversa e ndo pode ser sustentada de acordo com os metodos

usados nesta analise.
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Tabela 7: Previsdo de diferenciagdo de castas nos 25 alvéolos estudados em fun¢io da quantidade total

de alimento.

Nimero do  Volume Total Previsdo de Casta
Alvéolo de Alimento
(ub)

6 136 Rainha ou Operiria
10 128 Rainha ou Operaria
26 98 Operaria

35 118 Operaria

39 138 Rainha ou Operiria
49 128 Rainha ou Operairia
50 125 Rainha ou Operaria
52 132 Rainha ou Operiria
54 108 Operaria

57 95 Operaria

60 107 Operaria

62 132 Rainha ou Operiria
63 113 Operiéria

64 112 Operaria

68 95 Operaria

69 122 Rainha ou Operiria
72 134 Rainha ou Operaria
74 141 Rainha ou Operaria
87 136 Rainha ou Operaria
93 72 Operaria
105 132 Rainha ou Operiria
111 131 Rainha ou Operiria
117 107 Operaria
123 127 Rainha ou Operairia
128 115 Operéria

O segundo fator considerado ¢ a quantidade de poélen. Partindo-se do mesmo
raciocinio anterior, com a premissa de que o poélen é o fator responsavel pelo
desencadeamento de mecanismos envolvidos na determinagio de castas em Melipona, deveria
ser encontrada uma variagdo na quantidade de polen que mantivesse a proporg¢do de 20:1,
observada naturalmente, na colonia.

As larvas criadas em laboratorio com 120 pl de alimento homogeneizado apresentaram
proporgdo entre operarias e rainhas de 3:1. Se o alimento ¢ homogeneizado, o volume de
polen nesse experimento deve ser proximo & média encontrada nos 25 alvéolos analisados,

portanto 36,9 ul. Por isso, seguindo a premissa de que o polen é o fator responsavel pela
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determinacio de castas, esse foi considerado um volume suficiente para que um individuo,
heterozigoto para os genes X' e X" se torne rainha. Para a presente analise, usamos como
valor de sub-alimentacdo de polen, volumes abaixo de 36 pl.

Assim, as larvas dos alvéolos com menos de 36 ul de alimento gerariam somente
operarias e as que estavam em alvéolos com mais, originariam operarias ou rainhas, seguindo
a proporgdo 3:1 (operarias: rainhas). Logo, nos 25 alvéolos estudados, 10 individuos se
transformariam em operarias, obrigatoriamente, e 15 estariam sujeitos a propor¢do 3:1
(Tabela 8). De acordo com a probabilidade, seriam produzidas 3,75 rainhas e 21,25 operarias,
proporgdo aproximada de 6:1, diferente do 20:1 observado. Caso a condigdo de sub-
alimentagio de polen fosse um volume menor do que 36,9 ul, a proporgao obtida se

distanciaria ainda mais do observado.
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Tabela 8: Previsio de diferenciagdo de castas nos 25 alvéolos estudados em fungio da quantidade de

polen no alimento.

Namero do
Alvéolo

Volume da
Camada
Inferior do
Alimento (ul)

Previsio de Casta

10
26
35
39
49
50
52
54
57
60
62
63
64
68
69
72
74
87
93
105
111
117
123
128

44
34
15
36
55
48
39
60
20
23
27
47
30
42
32
28
52
49
37
8
46
42
28
40
40

Rainha ou Operaria
Operaria
Operdria

Rainha ou Operiria

Rainha ou Operaria

Rainha ou Operiria

Rainha ou Operiria

Rainha ou Operairia
Operaria
Operaria
Operaria

Rainha ou Operairia
Operéria

Rainha ou Operaria
Operaria
Operaria

Rainha ou Operaria

Rainha ou Operiria

Rainha ou Operiria
Operiria

Rainha ou Operiria

Rainha ou Operiria
Operdria

Rainha ou Operiria

Rainha ou Operiria

A quantidade de polen parece, também, nio ser o fator determinante da proporgao de

castas, de acordo os métodos usados nesta analise.

Usando-se 0 mesmo raciocinio para estimar a importdncia de um terceiro fator na

determinagdo de castas, a camada superior do alimento, chegou-se a mesma conclusdo. O

volume considerado suficiente para que uma larva, heterozigota para os genes X e X', se

torne rainha, corresponde a média encontrada nos testes anteriores (82 ul). Esse valor deve ser

proximo ao fornecido ao grupo de larvas que obteve proporgdo 3:1 (operarias : rainhas) em

laboratorio.
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Assim, as larvas dos alvéolos com menos de 82 ul de alimento gerariam somente
operarias € as outras seguiriam a propor¢do 3:1 (operarias: rainhas) e, nesse caso, seriam
produzidas, novamente, 3,5 rainhas e 21,5 operarias, propor¢do de 6:1, diferente dos 201
observado (Tabela 9). Logo, a camada superior do alimento (secregdes glandulares e

agucares) também nao deve ser o fator determinante da proporgao de castas.

Tabela 9: Previsdo de diferenciagdo de castas nos 25 alvéolos estudados em funcio do volume da

camada superior do alimento.

Nimero do Volume da Previsdo de Casta
Alvéolo Camada
Superior do
Alimento (ul)

6 92 Rainha ou Operiria
10 94 Rainha ou Operiria
26 83 Rainha ou Operaria
35 82 Rainha ou Operiria
39 83 Rainha ou Operiria
49 80 Operaria

50 86 Rainha ou Operaria
52 72 Operaria

54 88 Rainha ou Operiria
57 72 Operaria

60 80 Operaria

62 85 Rainha ou Operaria
63 83 Rainha ou Operiria
64 70 Operaria

68 63 Operaria

69 94 Rainha ou Operiria
72 82 Rainha ou Operdria
74 92 Rainha ou Operiria
87 99 Rainha ou Operaria
93 64 Operaria
105 86 Rainha ou Operiria
111 89 Rainha ou Operaria
117 79 Operaria
123 87 Rainha ou Operaria

128 75 Operaria
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A criag@o de larvas sob condiges alimentares controladas aponta resultados coerentes
aos discutidos acima.

A proporgdo entre operérias e rainhas s6 foi igual ao esperado, 3:1, quando o alimento
foi homogeneizado e distribuido em quantidade igual & média encontrada nos alvéolos
naturais.

Este resultado contraria o que foi obtido para M. compressipes por Maciel-Silva &
Kerr (1991) em que todas as larvas alimentadas com a quantidade média de alimento
homogeneizado transformaram-se em operarias. Contraria, também, o obtido para M.
scutellaris, por Almeida (1974) e para M. rufiventris e M quadrifasciata por Camargo (1972).
Em todos esses trabalhos, a propor¢do 3:1 s6 foi obtida em condi¢des de alimenta¢do que
fossem superiores & média dos alvéolos naturais.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que ndo foi necesséaria grande
quantidade de alimento, ou de outro elemento, para as larvas heterozigotas para os genes X" e
X" produzirem rainhas, mas sim, uma quantidade normal e equilibrada.

Mesmo recebendo a quantidade minima (120 pl) de alimento homogeneizado, as
larvas dos grupos experimentais que se alimentaram de mais polen e mais secregdes
glandulares e agucares, respectivamente, nio geram proporcdo de 3:1. O mesmo foi observado
por Almeida (1974), quando alimentou larvas de M. scutellaris com trés vezes mais polen e
com mais agucar que a quantidade normal.

Todos esses dados reforgam a hipétese levantada por Dixon & Shuel (1963) e Weaver
(1974) de que, em Apis mellifera, a determinacio de castas nio poderia depender de uma
substdncia “determinante” distinta e sim, de uma composi¢do equilibrada de nutrientes na
geléia real. O mesmo deve acontecer no género Melipona, pois as larvas que receberam

quantidade suficiente de alimento, mas desequilibrado, nio apresentaram a proporgéo obtida

no grupo Controle, de 3:1 (operaria: rainha).
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Analisando os dados sobre a constituigdo do alimento larval dos 25 alvéolos, ¢
possivel encontrar uma relagdo entre o equilibrio € o nimero de rainhas formadas naquele
momento, na coldnia e, por isso, propusemos a hipétese do “Equilibrio Trofico”.

Foi usado como critério as diferengas na propor¢do entre a camada superior do
alimento e a quantidade de podlen, conforme a seguinte formula:

CSA

YE= A

VE = Valor de Equilibrio; CSA = Camada Superior do Alimento;

CIA = Camada Inferior do Alimento

O estudo dos 25 alvéolos evidenciou um amplo desequilibrio na constituicdo do
alimento larval, na situagdo natural da colonia que apresentou proporg¢do 20:1 (operaria:
rainha). A partir dessa proporgdo 20:1 que estava ocorrendo, naturalmente, no momento do
estudo, foi estimado que apenas uma ou duas rainhas, probabilisticamente, deveriam emergir
daqueles 25 alvéolos. Para isso, entre quatro e oito larvas deveriam receber condi¢des ideais
de alimentagdo, quanto a quantidade e ao equilibrio de nutrientes. As larvas que estiverem
recebendo alimentagdo equilibrada, em quantidade suficiente, deverdo apresentar proporgao
de 3:1 (operaria: rainha) e as que ndo receberem uma alimenta¢do equilibrada, deverdo
produzir operarias em maior proporg¢io.

Na situagdo natural, a média de VE foi de 2,65. Para suprir as condigdes da proporgio
20:1, foi encontrada variagdo em VE de 0,5 para cima ou para baixo, ou seja, 9 dos 25
alvéolos estudados encontrava-se equilibrados entre 2,15 e 3,15 em relacio ao VE. As larvas
desses alvéolos, que recebessem quantidade suficiente de alimento, produziriam operérias e
rainhas segundo a proporgdo 3:1 e as larvas dos demais alvéolos, cujo VE estava abaixo ou

acima de 2,15 e 3,15, respectivamente, gerariam somente operarias (Tabela 10).
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Tabela 10: Relagdo entre o Valor de Equilibrio (VE) e previsio de diferenciacio de castas.

Numero do Volume da Volume da VE Previsio de Casta
Alvéolo Camada Camada
Superior do Inferior do
Alimento (ul)  Alimento (ul)

6 92 44 2,09 Operdria

10 94 34 2,76 Rainha ou Operaria
26 83 15 5,53 Operaria

35 82 36 2,28 Rainha ou Operiria
39 83 55 1,51 Operéria

49 80 48 1,67 Operaria

50 86 39 2,21 Rainha ou Operaria
52 72 60 1,20 Operaria

54 88 20 4,40 Operaria

57 72 23 3,13 Rainha ou Operdria
60 80 27 2,96 Rainha ou Operiria
62 85 47 1,81 Operaria

63 83 30 2,77 Rainha ou Operiria
64 70 42 1,67 Operaria

68 63 32 1,97 Operaria

69 94 28 3,36 Operaria

72 82 52 1,58 Operéria

74 92 49 1,88 Operaria

87 99 37 2,68 Rainha ou Operiria
93 64 8 8,00 Operaria
105 86 46 1,87 Operaria
111 89 42 2,12 Operaria
117 79 28 2,82 Rainha ou Operaria
123 87 40 2,18 Rainha ou Operaria
128 75 40 1,88 Operaria

Durante a estagdo reprodutiva, devido a maior disponibilidade de alimento na col6nia
e no ambiente, o VE deve se aproximar do valor ideal, na maioria dos alvéolos. Apesar de nao
ser possivel determinar com seguranga esse valor somente com esses dados, provavelmente,
ele deve se aproximar ao estimado acima, pois a homogeneizagdo do alimento gerou a
proporgao 3:1.

Durante as estagdes ndo reprodutivas ou em situagdes de estresse, em que a producio
de rainhas representaria um gasto energético muito alto e a quantidade de alimento disponivel
na coldnia é menor, um desequilibrio na alimentagdo das larvas poderia aumentar a propor¢ao

entre operarias e rainhas de 3:1 para 20:1 ou até mais.
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Esse desequilibrio, provavelmente, envolve mais fatores que a proporgao entre 2
camada superior e inferior do alimento. Ao longo de milhares de anos de evolugdo, esse grupo
de abelhas aprimorou os mecanismos de regulagdo das castas, envolvendo uma teia de fatores
ambientais e genéticos que, juntos, irdo otimizar os gastos energéticos da colonia, produzindo
mais operarias nas situagdes em que a manutengdo da coldnia é prioritaria e mais rainhas (e
machos) nas situagdes em que a reprodugdo seja importante (Kerr 1966, Camargo 1972,
Almeida 1974, Bezerra 1995). A eficiéncia desse mecanismo ¢ comprovada pelo nimero de
espécies existentes atualmente no género Melipona, que ¢ superior ao de qualquer outro
género de abelhas sociais (Silveira et al. 2002).

Por se tratar de um estudo preliminar, ndo foi possivel embasar a hipotese do
“Equilibrio Tréfico” com dados suficientes para substituir ou alterar as ja existentes para a
diferenciacdo de castas em Melipona. Para isso, seria necessario um nimero de alvéolos e de
colonias maior, comparando as variagdes na constitui¢do do alimento a0 longo do ano e
testando essas variagdes em laboratorio, sob condigdes controladas. Esta aberto, entretanto,
um novo caminho para tentar elucidar os mecanismos que regem a determinacao de castas no
género Melipona e conhecer o mecanismo de regulagio das castas nas diferentes estagdes do

ano.
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ANEXOS

Normas da Revista Biota Neotropica para Citagio Bibliografica

Citacdo:
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1996, Lima 1997). Citar referéncias a resultados nio publicados ou trabalhos submetidos da
seguinte forma: (A.E. Silva, dados nio publicados). Em trabalhos taxondmicos, detalhar as
citagdes do material examinado, conforme as regras especificas para o tipo de organismo
estudado.
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