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ABSTRACT. Effect of topic application of juvenile hormone on the ovarian development of worker larvae of Apis
mellifera Linnaeus (Hymenoptera, Apidae). The influence of juvenile hormone (JH) on the ovarian development of
worker larvae of Apis mellifera was analyzed, taking into account the trophic determination of the castes. The workers
control the larval feeding in order to promote caste differentiation, which is regulated by the production and availability
of this hormone. The hypothesis tested was that the action of juvenile hormone is capable of protecting or preventing
the degeneration of the ovaries in worker larvae. A preparation of 1 ul of juvenile hormone dissolved in hexane at a
concentration of 1 pg/ul was applied topically to 2- to 5-day-old larvae. The morphology of the ovaries was evaluated
on the days following the application, until the larvae were 6 days old. The controls consisted of larvae to which 1 ul of
hexane was applied, and larvae that received no treatment. The effect of juvenile hormone varied according to the age
of the larvae to which it was applied, and this effect was greatest in 3-day-old larvae.
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RESUMO. Efeitos da aplicagéo tépica de hormonio juvenil sobre o desenvolvimento dos ovérios de larvas de operérias
de Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera, Apidae). A influéncia do horménio juvenil sobre o desenvolvimento do ovério
de larvas de operérias de Apis mellifera foi analisada levando em conta a determinagéo tréfica das castas, segundo a qual
a alimentacdo larval é controlada pelas operérias de maneira a promover uma diferenciagdo de castas controlada pela
produgéo e disponibilidade desse horménio. A hipétese testada € que a acdo do horménio juvenil seja capaz de proteger
ou prevenir a degeneragdo nos ovarios das larvas de operérias. Foi feita aplicagdo tépica de 1 ul de horménio dissolvido
em hexano na concentragéo de 1 pg/ul do segundo até o quinto dia de vida larval, e a morfologia dos ovérios avaliada nos
dias subsequientes a aplicagdo até ao sexto dia de vida larval. Como controles foram utilizadas larvas nas quais se aplicou
1 ul de hexano e larvas que ndo receberam nenhum tratamento. Constatou-se que o efeito do horménio juvenil varia
conforme a idade larval em que é aplicado e que este efeito foi maior quando a aplicagdo foi feita no terceiro dia de vida

larval.

PALAVRAS-CHAVE. Castas; desenvolvimento pés-embrionério; nimero de ovariolos; operéria

Apismellifera Linnaeus (1758) € umaabelhaeussocial com
marcado dimorfismo entre operarias e rainhas, sendo a
diferencano desenvolvimento ovariano um classico exemplo
deste dimorfismo. Os ovérios séo do tipo meroisticos
politréficos com células nutridoras associadas a cada ovécito.
Em rainhas séo bem desenvolvidos, tendo centenas de
ovariolos ativos, enquanto operérias apresentam poucos
ovariolos por ovério, geralmente inativos, (Ribbands 1953;
Snodgrass 1956; Jung-Hoffmann 1966).

O periodo larval no qual se iniciam as diferencas no
desenvolvimento dos ovarios de rainhas e operarias é
controverso, existindo indicagdes daocorrénciade diferencas
morfoldgicas ja no terceiro instar (Reginato & Cruz Landim
2001) ou somente no quinto (Capella& Hartfelder 2002).

No caso de A. mellifera, osnutrientes oferecidos aslarvas
pelas operérias sdo os desencadeadores do dimorfismo
reprodutivo observado nessa espécie (Haydak 1970;
Kucharski et al. 2008). A nutricdo larval apdsos primeirosdois
ou trés dias da eclosdo determina se o programa de
desenvolvimento sera direcionado para rainha ou operéria,

sendo que a diferenciagdo entre as duas castas esta
principalmente na qualidade do alimento oferecido as larvas
pelas operarias nutridoras. A partir do segundo ou terceiro dia
de vida larval as operéarias alimentam as larvas que se
desenvolverdo em rainhas exclusivamente com geléareal, um
produto de suas glandulas hipofaringeas, com alguma
contribuicdo das gléndulas mandibulares (Jung-Hoffmann
1966). Segundo Beetsma (1979), o aglicar presente nesse
alimento seria um fator importante que estimularia a sua
ingestéo pelalarvaeindiretamente, regularia a atividade dos
corpora allata, possivelmente através de acéo sobre a
producdo do horménio PTTH pelas células neurosecretoras
do cérebro (Simdes et al. 1997) afetando, dessa forma, a
producéo de horménio juvenil (HJ).

O HJ tem sido apontado como um dos principais agentes
envolvidos com o desenvolvimento de polimorfismo ou
polifenismo, dado o seu papel no programa de
desenvolvimento celular (Dixon & Shuel 1963; Campos 1978,
1979; Rembold 1987; Rachinsky & Hartfelder 1990, 1991;
Hartfelder & Rembold 1991; Hatfelder & Emlen 2005). O alto
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titulo deste horménio durante o terceiro dia de
desenvolvimento larval (Rembold et al. 1992) induz a
diferenciacdo em rainha, enquanto baixas concentragoes,
resultam no desenvolvimento de umaoperaria. Ostitulosatos
encontrados em larvas de rainhas protegem osovérioslarvais
de morte celular macica causada por desintegracéo da actina
do citoesguel eto dos ovariol os (Capella& Hartfelder 2002).

Tem se tornado mais evidente em trabalhos recentes, a
noc¢ao de que o HJ é o fator enddgeno decisivo naindugéo da
diferenciacéo das rainhas nas abelhas. Além dos aspectos
nutricionais que envolvem a dieta da rainha, doses extras do
hormonio aplicadas externamente em larvas de operérias podem
induzir o desenvolvimento de caracteristicas associadas as
rainhas (Wilde 1976; Dietz et al. 1979; Hartfelder et al. 2005;
Barchuk et al. 2007). Parece, portanto, que avariagao tréfica
na fase larval influencia a producéo do HJ (Dixon & Shuel
1963), e este modula a diferenciacéo das castas.

O esclarecimento de aspectos da agéo do HJ é de extrema
importancia para o entendimento da determinacdo de castas
nestes insetos e, portanto, a hipétese testada neste trabalho é
que a aplicacéo topica de HJ a partir do segundo dia de vida
larval seja capaz de proteger ou prevenir a degeneracdo nos
ovérios das larvas de operéarias, visto que trabalhos recentes
mostram que a diferenciagcéo entre os ovarios de rainhas e
operarias € mais precoce do que se pensava anteriormente.

MATERIAL EMETODOS

Foram utilizadas larvas de A. mellifera, do segundo ao
sexto dia de vida, apds eclosdo do ovo, a partir de postura
controlada de uma mesma rainha em col6nias mantidas no
Biotério do Instituto de Biociéncias, UNESP, Rio Claro.

Os tratamentos foram aplicados em lotes de larvas do
segundo, terceiro, quarto e quinto dias de vida larval,
diretamenteno favo. Paraisso foi confeccionada umaarmacéo
de madeiracom o mesmo tamanho do favo (aproximadamente
28x21 cm), na qual foram feitos quadrantes de 7x7 cm com
arames finos. Essa armacéo foi colocada sobre o favo, para
identificar os lotes tratados e néo tratados.

Para os tratamentos utilizou-se aplicacdo topica no dorso
dalarvade 1ul de HJ Il (SIGMA) A aplicagdo foi feitacom
micropipetador automético, volume de 2ul, damarcaGilson. O
horménio foi diluido em hexano na concentracéo de 1ug/ul.
Em cada quadrante foi aplicado HJem 100 a 150 larvas, assim
como, em outro quadrante do mesmo favo, a mesma dose de
seu solvente 0 hexano, no mesmo nimero delarvas. Portanto,
foram feitos dois controles para o tratamento com HJ: larvas
tratadas com o solvente hexano elarvas sem tratamento algum.
A dosagem de horménio empregada, 1ug/ul, € ausua nesse
tipo de tratamento (Farinha et al. 1988; Abdalla et al. 2001,
PaesdeOliveira& Cruz-landim 2001; Pinto et al. 2002).

Parao controle daidade aslarvasforam obtidasapartir de
umarainhamantidaconfinadaem um favo por telaexcluidora,
durante aproximadamente 6 horas. Depois da postura o favo
foi transferido paraumacoldniasem rainhaparaque aslarvas
se desenvolvessem. Para confirmacdo e maior confiabilidade
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dos dados um outro favo foi oferecido a mesma rainha em
outro momento distinto e 0 experimento foi repetido damesma
maneira.

A primeira coleta de cada lote foi realizada um dia ap6s
aplicacéo do HJ e do hexano. Dai em diante as larvas foram
coletadas de 24 em 24 horas apos as aplicacdes. Foram
coletadas 10 larvas de cadatipo de tratamento, por quadrante,
do mesmo favo. Os controles ndo tratados também foram
coletados, no mesmo favo, com as mesmas idades. Uma
amostra de 10 larvas com as idades correspondentes as do
tratamento tiveram acépsulacefalicamedida paradeterminacdo
do instar em que se encontravam utilizando a regra de Dyar
(1890).

Para verificar a influéncia dos tratamentos sobre a
diferenciacdo dos ovarios foram preparadas |éaminas
histol 6gicas de larvas fixadas em mistura de Bouin aguoso,
durante 2 horas. Paragarantir melhor fixagdo o tegumento das
larvas foi perfurado com estilete em vérias regides do corpo.
Apésafixacdo, o material foi desidratado em etanol eincluido
em historesina L eica seguindo as instrucdes do fabricante.

Com o objetivo de padronizar a posic¢éo dos cortes, todas
as larvas foram incluidas na mesma posicéo, correspondente
ao terco mediano do corpo voltado para cimanaresina. Esta
regido € onde se encontram 0s ovarios e, portanto, a regido
onde passaram 0s primeiros cortes, pegando os ovéarios sempre
em corteslongitudinais e os ovariol os em cortestransversais.
Foram feitos cortes seriados com 5um de espessura os quais
foram recol hidos em |aminas histol 6gicas. Depoisde secas, as
laminas receberam coloracdo com hematoxilina e eosina,
seguindo os procedimentos rotineiros, para verificacdo da
morfologiae realizacdo das medidas, as quais foram tomadas
nas seccles que apresentaram 0s ovarios em posi cdo mediana.
Foi analisadaamorfologiae mensuradaa area dos cortes dos
ovérios e contado o0 nimero de ovariolosdaslarvas sob efeito
dostratamentos com HJ e nos control es. Tanto a contagem do
ndmero de ovarioloscomo amedidadaéareadosovariosforam
feitasem 10 diferenteslarvas. As&reas e nimero de ovariol os
foram obtidos com a utilizacdo de um microscopio Axioskop,
provido de sistemaAxiohome. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia (Two Way Anova) para comparacdo das
médias, ao nivel de 5% de significancia, aum teste pos-roc de
Dunnet e a uma andlise de regressdo para detectar possivel
relacdo entre o nimero de ovariolos e a &rea dos ovérios.

RESULTADOS

Nas condic¢Bes do experimento as medidas das capsulas
cefdlicas das larvas feitas na amostra por idade, tanto paraas
gue sofreram aplicacdo do horménio e hexano, quanto paraas
controle, oinstar larval coincidiu com aidade daslarvasem
dias, estando, portanto a larva com dois dias de vida no
segundo instar, com trés dias no terceiro e assim por diante.
Todas as larvas coletadas no 6° dia de vida larval, tratadas e
ndo tratadas, estavam no final do quinto instar larval, nafase
detecelagem do casulo ou delarva pré—defecante. No entanto,
como nao foram feitas medidas individuais para cada larva
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utilizada e sim computado o tempo de desenvolvimento em
dias, todos os resultados referir-se-8o as idades, ficando a
correspondéncia ao instar apenas como referéncia para as
condic¢des em que o trabalho foi realizado.

Todos os cuidados foram tomados para que pudesse ser
avaliado apenas o efeito dos tratamentos sem influéncia dos
procedimentos adotados sobre os resultados. Assim, foi
previamente feito um teste piloto para averiguar se a
manipulacdo das larvas ou seu desenvolvimento em coldnia
sem rainha causava alguma alteracdo. Verificou-se que os
tratamentos néo alteraram a cronol ogia do desenvolvimento,
nem ataxa de mortalidade, a qual nunca ultrapassou 10% do
total das larvas submetidas aos testes. As condicdes de
criacdo daslarvas e ostratamentos também ndo alteraram sua
alimentacdo pelas operarias. Nenhuma realeira apareceu e
todas as larvas coletadas apresentaram o tamanho e
caracteristicas daidade/instar.

A aplicacéo do HJ e hexano afetou 0 desenvolvimento dos
ovarios das larvas de operarias, sgja quanto ao tamanho e o
nimero de ovariolos (Fig. 1), quanto amorfol ogiadosovérios
(Fig. 2), quando analisados os resultados no sexto diade vida
larval. A natureza do efeito variou conforme aidade larval na
qual foi aplicado tanto o HJ quanto o hexano. A analise
estatistica das &reas dos ovéarios de larvas ao final do
desenvolvimento, no sexto dia de vida, revelou diferencas
significativas entre as médias (Fig.1) em relacéo ao controle
sem nenhum tratamento, quando a aplicacdo do HJ e hexano
foram feitas no segundo (F=29,01, p=0,00, n=90) eterceirodia
devidalarva (F=19,92, p=0,00, n=64). N&o ocorreram diferencas
significativas quando as aplicaces foram feitas no quarto
(F=1,848, p=0,153, n=47) equinto diade desenvolvimento larval
(F=1,860, p=0,186, n=24). Quanto ao numero de ovariolos
ocorreram diferencas significativas entre as médias, com
relacdo ao controle sem nenhum tratamento, no segundo
(F=6,142, p=0,00, n=90), terceiro (F=10,03, p=0,00, n=64), quarto
(F=8,29, p=0,00, n=47) equinto (F=30,63, p=0,00, n=24) diade
aplicacdo de HJ e hexano. O teste de Dunnett apontou
diferencas significativas entre as &reas dos ovarios daslarvas
que sofreram aplicacdo de HJ, com relacdo ao controle sem
nenhum tratamento no segundo (p=0,00), eterceiro (p=0,00),
porém as que sofreram aplicacdo de hexano apresentaram
diferencas significativas somente no segundo dia (p=0,00). O
mesmo teste apontou diferencas entre o nimero de ovariolos
delarvas que sofreram aplicacdo de HJem relacéo ao controle
sem nenhum tratamento no segundo (p=0,00), terceiro (p=0,00),
quarto (p=0,002) e quinto (p=0,001) diasdevida. O nimero de
ovariolos das larvas que sofreram aplicacdo de hexano
apresentou diferencas significativas no quinto dia (p=0,001)
de vidalarval. O teste de regressdo linear foi significativo,
sendo detectada uma correlacdo positiva entre o nimero de
ovariolos e a area dos ovarios (r>=0,268, b=0,24, F=24,92,
p=0,00).

Quanto a morfologia, as maiores mudancas foram
observadas quando a aplicacdo de HJ e hexano foi feita no
quinto diadevidalarval. Os efeitos morfol 6gicos, neste caso
foram evidentes no dia seguinte aaplicacdo (Fig.2), emboraa
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Fig. 1. Médias das éreas e desvios padrdes dos nimeros de ovariolos e
das éreas dos ovérios (u?) das larvas de sexto dia de vida de A. mellifera

sob efeito da aplicagéo de HJ (®), hexano (O) e do controle (A) sem
nenhum tratamento.

andlise morfométrica ndo tenha apontado diferencas
significativas entre as médias das areas dos ovarios.

Deve-se notar, contudo, que aslarvastratadas com HJem
qualquer dia de aplicacéo apresentaram no sexto diaaforma
dosovarios maisovaladaem relagdo ao tratamento com hexano
eao controle sem nenhum tratamento, assim como umacapsula
externamais delgada e tecido de preenchimento menor entre
os ovariolos (Fig. 2) o que configura efeito do horménio na
formae estrutura do ovério.

Embora as &reas dos ovérios das larvas com seis dias de
idade sob efeito do HJ aplicado no segundo e terceiro dias
apresentassem diferencas significativas, foi s com aaplicacdo
no terceiro dia que as médias tanto das &reas dos ovarios
como do nimero de ovariolos foram maiores que as médias
das éreas dos ovarios de larvas de mesmaidade sem nenhum
tratamento (Fig.1). A aplicacéo do hormdnio no quarto equinto
dias ndo apresentou diferencas significativas em relacdo ao
controle, quanto as areas dos ovérios, embora as médias do
ndmero de ovariolostenham sido maiores (Fig.1) e apresentado
diferencas significativas. Ainda assim foram menores do que
gquando aaplicacdo foi feitanoterceirodia(Fig. 1).

Com relacdo ao tratamento feito com hexano, as médias
das areas dos ovérios e do nimero de ovariolos (Fig. 1) no
sexto dia de vida larval, independente do dia de aplicacéo,
sempre foram menores que as das larvas tratadas com HJ.

DISCUSSAO

Nostrabalhosreferentes ao efeito do HJ sobre afisiologia
de abelhas, ndo costuma ser levado em conta o efeito isolado
do veiculo de aplicacdo do hormdnio (Wirtz 1973; Rembold et
al. 1974; Ansencot & Lensky 1976; Copijnetal. 1979; Dietz et
al. 1979; Hartfelder & Engels 1998), no entanto, em alguns
trabalhos nos quais foi acrescentado um controle sem
qualquer tratamento verificou-se que o solvente do horménio
nao éinerte (Farinhaet al.1988; Paesde Oliveira& Cruz Landim
2001; Pinto et al. 2002). O solvente mais comumente usado
para o HJ é acetona, mas devido a comprovacdo de que este
tem efeito citotoxico acentuado (Farinhaet al.1988; Abdalla et
al. 2001; Paes de Oliveira & Cruz-Landim 2001; Pinto et al.
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Fig. 2. Aspectos morfolégicos do desenvolvimento ovariano de larvas de operérias de A. mellifera comparando diferentes dias de aplicagéo (1ug/
ul) do horménio juvenil e hexano com o controle ndo tratado de mesma idade. HJAP2= HJ aplicado no 2° dia (aumentos 3% 4°dias= 125X, 5° e
6° dias= 100X) HXAP2= hexano aplicado no 2° dia (aumentos 3° e 4°dias= 125X, 5° e 6° dias= 100X), HJAP3= HJ aplicado no 3° dia (aumento
4°dia=125X, 5° e 6° dias=100X), HXAP3= hexano aplicado no 3° dia (aumento 4°dia =125X, 5° e 6° dias=100X), HJAP4= HJ aplicado no 4° dia
(aumento 5° e 6° dias=100X), HXAP4= hexano aplicado no 4° dia (aumento 5° e 6°dias=100X), HJAP5= HJ aplicado no 5° dia (aumento
6°dia=100X), HXAP5= hexano aplicado no 5° dia. (aumento 6°dia=100X), Controle (aumento 3° e 4° dias=125X, 5° e 6°dia= 100X).

2002) foi feitaatentativade seusar um veiculo diferente, neste
caso 0 hexano. Entretanto, observou-se que este também
provoca ateracGes na fisiologia dos individuos tratados, as
quais dificultam a analise dos resultados finais. Embora
algumas variacdes nos resultados possam estar relacionadas
avolatilidade do hexano devido aaltatemperaturano momento
de aplicacdo no favo, aumentando ou diminuindo os efeitos
do mesmo, ou ainda a sensibilidade das larvas ao hexano na
idade em que receberam a aplicacéo, os seus efeitos ndo
revelaram toxicidade capaz deinterromper o desenvolvimento
ou alterar a sobrevivéncia das larvas tratadas.

O efeito dos tratamentos seja com o HJ ou com hexano
variaram conforme a idade das larvas quando da aplicagéo.
I sto se deve avariacBes da sensibilidade das |arvas conforme
a fase do desenvolvimento em que se encontram. No caso
especifico do hormonio esta sensibilidade € maior em
determinadasfasesdavidalarval (Wirtz 1973). Assim, o fato
do efeito sobre o desenvolvimento dos ovéarioster sido menos
evidente quando o tratamento com HJ é feito no segundo dia
pode ser devido anéo sensibilidade dos ovéarios ao horménio
nesta fase, em que ainda ndo h& diferengas alimentares entre
as larvas de uma e outra casta.
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Durante o curso de desenvolvimento pré-imaginal em A.
mellifera, os titulos de HJ sofrem variacdes, sendo
relativamente elevados durante os primeirosinstares larvais,
decrescendo no Ultimo instar precedendo afase pré-pupal de
tecer o casulo, aumentando um pouco durante atecelagemea
pré-pupa e novamente diminuindo durante a pupagéo
(Rachinsky et al. 1990). Isto explicariaporque aaplicacéo do
HJ no terceiro dia de vida larval so apresenta efeito no sexto
dia, ou sgja, no fim do desenvolvimento larval. A aplicagcdo do
hormdnio exdgeno nessa fase em que ocorre a mudanca de
dietadaslarvas e o titulo do horménio é alto, provavelmente
altera pouco o titulo do HJ endégeno.

Este efeito observado somente no sexto diadevidalarval
esta de acordo com resultados de Reginato & Cruz-Landim
(2003), os quais descreveram que no desenvolvimento normal
dosovéariosderainhas e operériasde A. mellifera asdiferencas
de tamanho s6 se manifestam a partir do quarto instar davida
larval, emboraadiminuicdo do nimero de ovariolosnosovarios
das operérias ocorra a partir do terceiro instar larval. As
diferengas entre os ovérios de rainhas e operarias sd setornam
completamente visiveis no final da fase larval, quando a
capsula que envolve os ovéarios se rompe, deixando os
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ovarioloslivres, mostrando ent&o o nimero de ovariolos muito
menor (Reginato & Cruz-Landim, 2002). Portanto, o efeito
maissignificativo (Antoniali-Junior & Cruz Landim 2006) da
aplicacdo do HJ no terceiro diade vidalarval estd de acordo
com o curso natural do desenvolvimento do ovario.

Da mesma forma os ovérios de larvas sem nenhum
tratamento apresentaram areas maiores que os das larvas
tratadas com HJ no segundo dia(Fig. 1), o que provavel mente
esteja relacionado a maior quantidade do tecido de
preenchimento entre os ovariolos ou a espessura maior da
capsulaexterna (Reginato & Cruz-Landim 2001) como pode
ser constatado na Fig. 2. A este respeito, Reginato & Cruz-
Landim (2003) observaram que a diminui¢do do nimero de
ovariolos nos ovéarios das operdrias nao €
correspondentemente acompanhada por diminui¢do de seu
tamanho, o qual s6 se manifesta completamente no final da
faselarval, quando acapsulaque envolve 0s ovarios se rompe,
deixando osovarioloslivres. No entanto, aanalise de regressdo
apontou uma correlacdo positiva entre a area dos ovarios e
numero de ovariolos, o que indica, neste caso, que a medida
que aareados ovariosregride o numero de ovariol os também
diminui.

Quando aaplicacdo do hormdnio éfeitaem larvasde quinto
dia de vida, quando os niveis de HJ estéo baixos causam
respostas mais imediatas, evidenciando que existem etapas
durante o desenvolvimento, nas quais o inseto € mais
susceptivel ainfluénciadas mudancas detitulos do horménio
juvenil (Nijhout & Wheeler 1982; Nijhout 1994).

Experimentosrealizados por Wirtz (1973) com A. mellifera
demonstraram conclusivamente um maior efeito do HJ e de
seus analogos sintéticos na diferenciacdo de caracteristicas
derainhas quando as aplicagGes foram feitas no Gltimo instar
larval de operérias (Rembold et al. 1974; Ansencot & Lensky
1976; Copijn et al. 1979; Dietz et al. 1979). De fato amaior
degeneracdo ovariolar, daqual resultaagrandediferencaentre
0s ovarios das rainhas e das operérias ocorre ao fim da fase
larval (Cruz-Landim 2004). E por isso que a regressio do
ndmero de ovariol os pode ser experimentalmenteinibidapela
aplicacao topicade HInoinicio do quinto instar em larvas de
operdarias (Hartfelder & Engels 1998). Contudo, apesar do
efeito daaplicacdo do HJno quinto diaser maisvisivel, ndo é
durante o Ultimo estagio larval, que as diferencas de titulos
deste hormonio sdo maximas entre larvas propensas a serem
rainhas e operarias, masno terceiroinstar larval, como descrito
por meticul osos estudos de Rembold et al. (1992).

Outro fato importante e descrito aqui, € que os efeitos da
aplicacdo dos tratamentos ndo sdo pontuais, ou sgja, o efeito
do horménio e do hexano em um dado momento prolonga-se
ou é visivel durante as idades seguintes. Segundo Reginato
& Cruz-landim (2001) naslarvas de operarias do segundo para
oterceiroinstar, osovariosaumentam em érea10%. Do terceiro
parao quarto ha um aumento de cercade 63%. A partir deste
momento o0s ovarios das operérias diminuem de tamanho.
Nossos resultados corroboram esses dados, pois como jafoi
dito aaplicacdo de HJ e hexano parece mostrar pouco efeito
no desenvolvimento ovariano até o quarto dia (Fig. 2).

Em conclusdo, pode-se dizer que mesmo com ainterferéncia
do solvente foi possivel verificar pelos resultados que o
tratamento com HJ afeta positivamente a preservacdo dos
ovérios das larvas das operarias. Os resultados apresentados
mostram que a aplicagdo do HJ no terceiro diade vidalarval
foi mais significativa sugerindo que o ponto critico da
diferenciacdo de castas em A. mellifera, no que se refere ao
ovario, estaem umaidade larval anterior ao que se pensava, ja
apartir do terceiro dia como mostrado por Reginato & Cruz
landim (2002) eAntoniali-Junior & Cruz Landim (2006).
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