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Apis mellifera Linnaeus (1758) é uma abelha eussocial com
marcado dimorfismo entre operárias e rainhas, sendo a
diferença no desenvolvimento ovariano um clássico exemplo
deste dimorfismo. Os ovários são do tipo meroísticos
politróficos com células nutridoras associadas a cada ovócito.
Em rainhas são bem desenvolvidos, tendo centenas de
ovaríolos ativos, enquanto operárias apresentam poucos
ovaríolos por ovário, geralmente inativos, (Ribbands 1953;
Snodgrass 1956; Jung-Hoffmann 1966).

O período larval no qual se iniciam as diferenças no
desenvolvimento dos ovários de rainhas e operárias é
controverso, existindo indicações da ocorrência de diferenças
morfológicas já no terceiro instar (Reginato & Cruz Landim
2001) ou somente no quinto (Capella & Hartfelder 2002).

No caso de A. mellifera, os nutrientes oferecidos às larvas
pelas operárias são os desencadeadores do dimorfismo
reprodutivo observado nessa espécie (Haydak 1970;
Kucharski et al. 2008). A nutrição larval após os primeiros dois
ou três dias da eclosão determina se o programa de
desenvolvimento será direcionado para rainha ou operária,
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ABSTRACT. Effect of topic application of juvenile hormone on the ovarian development of worker larvae of Apis
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on the days following the application, until the larvae were 6 days old. The controls consisted of larvae to which 1 μl 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 aplicação tópica de hormônio juvenil sobre o desenvolvimento dos ovários de larvas de operárias
de Apis mellifera Linnaeus (Hymenoptera, Apidae). A influência do hormônio juvenil sobre o desenvolvimento do ovário
de larvas de operárias de Apis mellifera foi analisada levando em conta a determinação trófica das castas, segundo a qual
a alimentação larval é controlada pelas operárias de maneira a promover uma diferenciação de castas controlada pela
produção e disponibilidade desse hormônio. A hipótese testada é que a ação do hormônio juvenil seja capaz de proteger
ou prevenir a degeneração nos ovários das larvas de operárias. Foi feita aplicação tópica de 1 μl de hormônio dissolvido
em hexano na concentração de 1 μg/μl do segundo até o quinto dia de vida larval, e a morfologia dos ovários avaliada nos
dias subseqüentes à aplicação até ao sexto dia de vida larval. Como controles foram utilizadas larvas nas quais se aplicou
1 μl de hexano e larvas que não receberam nenhum tratamento. Constatou-se que o efeito do hormônio juvenil varia
conforme a idade larval em que é aplicado e que este efeito foi maior quando a aplicação foi feita no terceiro dia de vida
larval.
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sendo que a diferenciação entre as duas castas está
principalmente na qualidade do alimento oferecido às larvas
pelas operárias nutridoras. A partir do segundo ou terceiro dia
de vida larval as operárias alimentam as larvas que se
desenvolverão em rainhas exclusivamente com geléia real, um
produto de suas glândulas hipofaríngeas, com alguma
contribuição das glândulas mandibulares (Jung-Hoffmann
1966). Segundo Beetsma (1979), o açúcar presente nesse
alimento seria um fator importante que estimularia a sua
ingestão pela larva e indiretamente, regularia a atividade dos
corpora allata, possívelmente através de ação sobre a
produção do hormônio PTTH pelas células neurosecretoras
do cérebro (Simões et al. 1997) afetando, dessa forma, a
produção de hormônio 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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título deste hormônio durante o terceiro dia de
desenvolvimento larval (Rembold et al. 1992) induz a
diferenciação em rainha, enquanto baixas concentrações,
resultam no desenvolvimento de uma operária. Os títulos altos
encontrados em larvas de rainhas protegem os ovários larvais
de morte celular maciça causada por desintegração da actina
do citoesqueleto dos ovaríolos (Capella & Hartfelder 2002).

Tem se tornado mais evidente em trabalhos recentes, a
noção de que o HJ é o fator endógeno decisivo na indução da
diferenciação das rainhas nas abelhas. Além dos aspectos
nutricionais que envolvem a dieta da rainha, doses extras do
hormônio aplicadas externamente em larvas de operárias podem
induzir o desenvolvimento de características associadas às
rainhas (Wilde 1976; Dietz et al. 1979; Hartfelder et al. 2005;
Barchuk et al. 2007). Parece, portanto, que a variação trófica
na fase larval influencia a produção do HJ (Dixon & Shuel
1963), e este modula a diferenciação das castas.

O esclarecimento de aspectos da ação do HJ é de extrema
importância para o entendimento da determinação de castas
nestes insetos e, portanto, a hipótese testada neste trabalho é
que a aplicação tópica de HJ a partir do segundo dia de vida
larval seja capaz de proteger ou prevenir a degeneração nos
ovários das larvas de operárias, visto que trabalhos recentes
mostram que a diferenciação entre os ovários de rainhas e
operárias é mais precoce do que se pensava anteriormente.

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizadas larvas de A. mellifera, do segundo ao
sexto dia de vida, após eclosão do ovo, a partir de postura
controlada de uma mesma rainha em colônias mantidas no
Biotério do Instituto de Biociências, UNESP, Rio Claro.

Os tratamentos foram aplicados em lotes de larvas do
segundo, terceiro, quarto e quinto dias de vida larval,
diretamente no favo. Para isso foi confeccionada uma armação
de madeira com o mesmo tamanho do favo (aproximadamente
28x21 cm), na qual foram feitos quadrantes de 7x7 cm com
arames finos. Essa armação foi colocada sobre o favo, para
identificar os lotes tratados e não tratados.

Para os tratamentos utilizou-se aplicação tópica no dorso
da larva de 1μl de HJ III (SIGMA) A aplicação foi feita com
micropipetador automático, volume de 2μl, da marca Gilson. O
hormônio foi diluído em hexano na concentração de 1μg/μl.
Em cada quadrante foi aplicado HJ em 100 a 150 larvas, assim
como, em outro quadrante do mesmo favo, a mesma dose de
seu solvente o hexano, no mesmo número de larvas. Portanto,
foram feitos dois controles para o tratamento com HJ: larvas
tratadas com o solvente hexano e larvas sem tratamento algum.
A dosagem de hormônio empregada, 1μg/μl, é a usual nesse
tipo de tratamento (Farinha et al. 1988; Abdalla et al. 2001;
Paes de Oliveira & Cruz-landim 2001; Pinto et al. 2002).

Para o controle da idade as larvas foram obtidas a partir de
uma rainha mantida confinada em um favo por tela excluidora,
durante aproximadamente 6 horas. Depois da postura o favo
foi transferido para uma colônia sem rainha para que as larvas
se desenvolvessem. Para confirmação e maior confiabilidade

dos dados um outro favo foi oferecido a mesma rainha em
outro momento distinto e o experimento foi repetido da mesma
maneira.

A primeira coleta de cada lote foi realizada um dia após
aplicação do HJ e do hexano. Daí em diante as larvas foram
coletadas de 24 em 24 horas após as aplicações. Foram
coletadas 10 larvas de cada tipo de tratamento, por quadrante,
do mesmo favo. Os controles não tratados também foram
coletados, no mesmo favo, com as mesmas idades. Uma
amostra de 10 larvas com as idades correspondentes às do
tratamento tiveram a cápsula cefálica medida para determinação
do instar em que se encontravam utilizando a regra de Dyar
(1890).

Para verificar a influência dos tratamentos sobre a
diferenciação dos ovários foram preparadas lâminas
histológicas de larvas fixadas em mistura de Bouin aquoso,
durante 2 horas. Para garantir melhor fixação o tegumento das
larvas foi perfurado com estilete em várias regiões do corpo.
Após a fixação, o material foi desidratado em etanol e incluído
em historesina Leica seguindo as instruções do fabricante.

Com o objetivo de padronizar a posição dos cortes, todas
as larvas foram incluídas na mesma posição, correspondente
ao terço mediano do corpo voltado para cima na resina. Esta
região é onde se encontram os ovários e, portanto, a região
onde passaram os primeiros cortes, pegando os ovários sempre
em cortes longitudinais e os ovaríolos em cortes transversais.
Foram feitos cortes seriados com 5μm de espessura os quais
foram recolhidos em lâminas histológicas. Depois de secas, as
lâminas receberam coloração com hematoxilina e eosina,
seguindo os procedimentos rotineiros, para verificação da
morfologia e realização das medidas, as quais foram tomadas
nas secções que apresentaram os ovários em posição mediana.
Foi analisada a morfologia e mensurada a área dos cortes dos
ovários e contado o número de ovaríolos das larvas sob efeito
dos tratamentos com HJ e nos controles. Tanto a contagem do
número de ovaríolos como a medida da área dos ovários foram
feitas em 10 diferentes larvas. As áreas e número de ovaríolos
foram obtidos com a utilização de um microscópio Axioskop,
provido de sistema Axiohome. Os dados foram submetidos à
análise de variância (Two Way Anova) para comparação das
médias, ao nível de 5% de significância, a um teste pos-roc de
Dunnet e a uma análise de regressão para detectar possível
relação entre o número de ovaríolos e a área dos ovários.

RESULTADOS

Nas condições do experimento as medidas das cápsulas
cefálicas das larvas feitas na amostra por idade, tanto para as
que sofreram aplicação do hormônio e hexano, quanto para as
controle, o instar  larval coincidiu com a idade das larvas em
dias, estando, portanto a larva com dois dias de vida no
segundo instar, com três dias no terceiro e assim por diante.
Todas as larvas coletadas no 6º dia de vida larval, tratadas e
não tratadas, estavam no final do quinto instar larval, na fase
de tecelagem do casulo ou de larva pré–defecante. No entanto,
como não 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-ão as idades, ficando a
correspondência ao instar apenas como referência para as
condições em que o trabalho foi realizado.

Todos os cuidados foram tomados para que pudesse ser
avaliado apenas o efeito dos tratamentos sem influência dos
procedimentos adotados sobre os resultados. Assim, foi
previamente feito um teste piloto para averiguar se a
manipulação das larvas ou seu desenvolvimento em colônia
sem rainha causava alguma alteração. Verificou-se que os
tratamentos não alteraram a cronologia do desenvolvimento,
nem a taxa de mortalidade, a qual nunca ultrapassou 10% do
total das larvas submetidas aos testes. As condições de
criação das larvas e os tratamentos também não alteraram sua
alimentação pelas operárias. Nenhuma realeira apareceu e
todas as larvas coletadas apresentaram o tamanho e
características da idade/instar.

A aplicação do HJ e hexano afetou o desenvolvimento dos
ovários das larvas de operárias, seja quanto ao tamanho e o
número de ovaríolos (Fig. 1), quanto a morfologia dos ovários
(Fig. 2), quando analisados os resultados no sexto dia de vida
larval. A natureza do efeito variou conforme a idade larval na
qual foi aplicado tanto o HJ quanto o hexano. A análise
estatística das áreas dos ovários de larvas ao final do
desenvolvimento, no sexto dia de vida, revelou diferenças
significativas entre as médias (Fig.1) em relação ao controle
sem nenhum tratamento, quando a aplicação do HJ e hexano
foram feitas no segundo (F=29,01, p=0,00, n=90) e terceiro dia
de vida larval (F=19,92, p=0,00, n=64). Não ocorreram diferenças
significativas quando as aplicações foram feitas no quarto
(F=1,848, p=0,153, n=47) e quinto dia de desenvolvimento larval
(F=1,860, p=0,186, n=24). Quanto ao número de ovaríolos
ocorreram diferenças significativas entre as médias, com
relação 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) e quinto (F=30,63, p=0,00, n=24) dia de
aplicação de HJ e hexano. O teste de Dunnett apontou
diferenças significativas entre as áreas dos ovários das larvas
que sofreram aplicação de HJ, com relação ao controle sem
nenhum tratamento no segundo (p=0,00), e terceiro (p=0,00),
porém as que sofreram aplicação de hexano apresentaram
diferenças significativas somente no segundo dia (p=0,00). O
mesmo teste apontou diferenças entre o número de ovaríolos
de larvas que sofreram aplicação de HJ em relação ao controle
sem nenhum tratamento no segundo (p=0,00), terceiro (p=0,00),
quarto (p=0,002) e quinto (p=0,001) dias de vida. O número de
ovaríolos das larvas que sofreram aplicação de hexano
apresentou diferenças significativas no quinto dia (p=0,001)
de vida larval. O teste de regressão linear foi significativo,
sendo detectada uma correlação positiva entre o número de
ovaríolos e a área dos ovários (r2=0,268, b=0,24, F=24,92,
p=0,00).

Quanto à morfologia, as maiores mudanças foram
observadas quando a aplicação de HJ e hexano foi feita no
quinto dia de vida larval. Os efeitos morfológicos, neste caso
foram evidentes no dia seguinte à aplicação (Fig.2), embora a

análise morfométrica não tenha apontado diferenças
significativas entre as médias das áreas dos ovários.

Deve-se notar, contudo, que as larvas tratadas com HJ em
qualquer dia de aplicação apresentaram no sexto dia a forma
dos ovários mais ovalada em relação ao tratamento com hexano
e ao controle sem nenhum tratamento, assim como uma cápsula
externa mais delgada e tecido de preenchimento menor entre
os ovaríolos (Fig. 2) o que configura efeito do hormônio na
forma e estrutura do ovário.

Embora as áreas dos ovários das larvas com seis dias de
idade sob efeito do HJ aplicado no segundo e terceiro dias
apresentassem diferenças significativas, foi só com a aplicação
no terceiro dia que as médias tanto das áreas dos ovários
como do número de ovaríolos foram maiores que as médias
das áreas dos ovários de larvas de mesma idade sem nenhum
tratamento (Fig.1). A aplicação do hormônio no quarto e quinto
dias não apresentou diferenças significativas em relação ao
controle, quanto às áreas dos ovários, embora as médias do
número de ovaríolos tenham sido maiores (Fig.1) e apresentado
diferenças significativas. Ainda assim foram menores do que
quando a aplicação foi feita no terceiro dia (Fig. 1).

Com relação ao tratamento feito com hexano, as médias
das áreas dos ovários e do número de ovaríolos (Fig. 1) no
sexto dia de vida larval, independente do dia de aplicação,
sempre foram menores que as das larvas tratadas com HJ.

DISCUSSÃO

Nos trabalhos referentes ao efeito do HJ sobre a fisiologia
de abelhas, não costuma ser levado em conta o efeito isolado
do veículo de aplicação do hormônio (Wirtz 1973; Rembold et
al. 1974; Ansencot & Lensky 1976; Copijn et al. 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 hormônio
não é inerte (Farinha et al.1988; Paes de Oliveira & Cruz Landim
2001; Pinto et al. 2002). O solvente mais comumente usado
para o HJ é acetona, mas devido à comprovação de que este
tem efeito citotóxico acentuado (Farinha et al.1988; Abdalla et
al. 2001; Paes de Oliveira & Cruz-Landim 2001; Pinto et al.

Fig. 1. Médias das áreas e desvios padrões dos números de ovaríolos e
das áreas dos ovários (u2) das larvas de sexto dia de vida de A. mellifera

sob efeito da aplicação de HJ (•), hexano (Ο) e do controle (Δ) sem
nenhum tratamento.
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2002) foi feita a tentativa de se usar um veículo diferente, neste
caso o hexano. Entretanto, observou-se que este também
provoca alterações na fisiologia dos indivíduos tratados, as
quais dificultam a análise dos resultados finais. Embora
algumas variações nos resultados possam estar relacionadas
à volatilidade do hexano devido à alta temperatura no momento
de aplicação no favo, aumentando ou diminuindo os efeitos
do mesmo, ou ainda à sensibilidade das larvas ao hexano na
idade em que receberam a aplicação, os seus efeitos não
revelaram toxicidade capaz de interromper o desenvolvimento
ou alterar a sobrevivência das larvas tratadas.

O efeito dos tratamentos seja com o HJ ou com hexano
variaram conforme a idade das larvas quando da aplicação.
Isto se deve a variações da sensibilidade das larvas conforme
a fase do desenvolvimento em que se encontram. No caso
específico do hormônio esta sensibilidade é maior em
determinadas fases da vida larval (Wirtz 1973). Assim, o fato
do efeito sobre o desenvolvimento dos ovários ter sido menos
evidente quando o tratamento com HJ é feito no segundo dia
pode ser devido a não sensibilidade dos ovários ao hormônio
nesta fase, em que ainda não há diferenças alimentares entre
as larvas de uma e outra casta.

Durante o curso de desenvolvimento pré-imaginal em A.
mellifera, os títulos de HJ sofrem variações, sendo
relativamente elevados durante os primeiros instares larvais,
decrescendo no último instar precedendo a fase pré-pupal de
tecer o casulo, aumentando um pouco durante a tecelagem e a
pré-pupa e novamente diminuindo durante a pupação
(Rachinsky et al. 1990). Isto explicaria porque a aplicação do
HJ no terceiro dia de vida larval só apresenta efeito no sexto
dia, ou seja, no fim do desenvolvimento larval. A aplicação do
hormônio exógeno nessa fase em que ocorre a mudança de
dieta das larvas e o título do hormônio é alto, provavelmente
altera pouco o título do HJ endógeno.

Este efeito observado somente no sexto dia de vida larval
está de acordo com resultados de Reginato & Cruz-Landim
(2003), os quais descreveram que no desenvolvimento normal
dos ovários de rainhas e operárias de A. mellifera as diferenças
de tamanho só se manifestam a partir do quarto instar da vida
larval, embora a diminuição do número de ovaríolos nos ovários
das operárias ocorra a partir do terceiro instar larval. As
diferenças entre os ovários de rainhas e operárias só se tornam
completamente visíveis no final da fase larval, quando a
cápsula que envolve os ovários se rompe, deixando os

Fig. 2. Aspectos morfológicos do desenvolvimento ovariano de larvas de operárias de A. mellifera comparando diferentes dias de aplicação (1μg/
μl) do hormônio juvenil e hexano com o controle não tratado de mesma idade.  HJAP2= HJ aplicado no 2º dia (aumentos 3oe 4odias= 125X, 5o e
6o dias= 100X) HXAP2= hexano aplicado no 2º dia (aumentos 3o e 4odias= 125X, 5o e 6o dias= 100X), HJAP3= HJ aplicado no 3º dia (aumento
4odia=125X, 5o e 6o dias=100X), HXAP3= hexano aplicado no 3º dia (aumento 4odia =125X, 5o e 6o dias=100X), HJAP4= HJ aplicado no 4º dia
(aumento 5o e 6o dias=100X), HXAP4= hexano aplicado no 4º dia (aumento 5o e 6odias=100X), HJAP5= HJ aplicado no 5º dia (aumento
6odia=100X), HXAP5= hexano aplicado no 5º dia. (aumento 6odia=100X), Controle (aumento 3º e 4º dias=125X, 5º e 6ºdia= 100X).

IDADE       HJAP2           HXAP2         HJAP3           HXAP3         HJAP4           HXAP4         HJAP5           HXAP5    CONTROLE

3º DIA

4º DIA

5º DIA

6º DIA
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ovaríolos livres, mostrando então o número de ovaríolos muito
menor (Reginato & Cruz-Landim, 2002).  Portanto, o efeito
mais significativo (Antonialli-Junior & Cruz Landim 2006) da
aplicação do HJ no terceiro dia de vida larval está de acordo
com o curso natural do desenvolvimento do ovário.

Da mesma forma os ovários de larvas sem nenhum
tratamento apresentaram áreas maiores que os das larvas
tratadas com HJ no segundo dia (Fig. 1), o que provavelmente
esteja relacionado à maior quantidade do tecido de
preenchimento entre os ovaríolos ou à espessura maior da
cápsula externa (Reginato & Cruz-Landim 2001) como pode
ser constatado na Fig. 2. A este respeito, Reginato & Cruz-
Landim (2003) observaram que a diminuição do número de
ovaríolos nos ovários das operárias não é
correspondentemente acompanhada por diminuição de seu
tamanho, o qual só se manifesta completamente no final da
fase larval, quando a cápsula que envolve os ovários se rompe,
deixando os ovaríolos livres. No entanto, a análise de regressão
apontou uma correlação positiva entre a área dos ovários e
numero de ovaríolos, o que indica, neste caso, que à medida
que a área dos ovários regride o numero de ovaríolos também
diminui.

Quando a aplicação do hormônio é feita em larvas de quinto
dia de vida, quando os níveis de HJ estão baixos causam
respostas mais imediatas, evidenciando que existem etapas
durante o desenvolvimento, nas quais o inseto é mais
susceptível a influência das mudanças de títulos do hormônio
juvenil (Nijhout  & Wheeler 1982; Nijhout 1994).

Experimentos realizados por Wirtz (1973) com A. mellifera
demonstraram conclusivamente um maior efeito do HJ e de
seus análogos sintéticos na diferenciação de características
de rainhas quando as aplicações foram feitas no último instar
larval de operárias (Rembold et al. 1974; Ansencot & Lensky
1976; Copijn et al. 1979; Dietz et al. 1979). De fato a maior
degeneração ovariolar, da qual resulta a grande diferença entre
os ovários das rainhas e das operárias ocorre ao fim da fase
larval (Cruz-Landim 2004). É por isso que a regressão do
número de ovaríolos pode ser experimentalmente inibida pela
aplicação tópica de HJ no início do quinto instar em larvas de
operárias (Hartfelder & Engels 1998).  Contudo, apesar do
efeito da aplicação do HJ no quinto dia ser mais visível, não é
durante o último estágio larval, que as diferenças de títulos
deste hormônio são máximas entre larvas propensas a serem
rainhas e operárias, mas no terceiro instar larval, como descrito
por meticulosos estudos de Rembold et al. (1992).

Outro fato importante e descrito aqui, é que os efeitos da
aplicação dos tratamentos não são pontuais, ou seja, o efeito
do hormônio e do hexano em um dado momento prolonga-se
ou é visível durante as idades seguintes. Segundo Reginato
& Cruz-landim (2001) nas larvas de operárias do segundo para
o terceiro instar, os ovários aumentam em área 10%. Do terceiro
para o quarto há um aumento de cerca de 63%.  A partir deste
momento os ovários das operárias diminuem de tamanho.
Nossos resultados corroboram esses dados, pois como já foi
dito a aplicação de HJ e hexano parece mostrar pouco efeito
no desenvolvimento ovariano até o quarto dia (Fig. 2).

Em conclusão, pode-se dizer que mesmo com a interferência
do solvente foi possível verificar pelos resultados que o
tratamento com HJ afeta positivamente a preservação dos
ovários das larvas das operárias. Os resultados apresentados
mostram que a aplicação do HJ no terceiro dia de vida larval
foi mais significativa sugerindo que o ponto crítico da
diferenciação de castas em A. mellifera, no que se refere ao
ovário, está em uma idade larval anterior ao que se pensava, já
a partir do terceiro dia como mostrado por Reginato & Cruz
landim (2002) e Antonialli-Junior & Cruz Landim (2006).
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