Determinacao das castas em Scaptotrigona postica (Latreille)
(Hymenoptera, Apidae, Meliponini): diferenciacao do ovario
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ABSTRACT. Caste determination in Scaptotrigona postica (Latreille) (Hymenop-
tera, Apidae, Meliponini): The ovarian differentiation. Both castes of Scaptotrigo-
na postica (Latreille, 1804) possess four ovarioles in each ovary. Queen and workers
have the same ovarian development during the larval life, but in the late larval stage
the queen ovary become larger. During pupation a higher rate of cell division is
observed in queen ovarioles and a higher rate of cell death in workers. Newly emerged
workers have short ovarioles with differentiated germarium and vitellarium while
queens have very long ovarioles with only germarium. Caste determination in this
species of bee is trophic, but the food does not differ in quality, only in quantity. The
food differences only become effective by the end of larval stage when the queen larvae
have the opportunity of eat more. In this way the ovary differentiation, between
workers and queens, in this species, only occurs from the end of larval stage, mainly
during pupation. Although the ovaries of workers are smaller, they are precocious in
relation to queens, since nurse workers, 5 to 20 days, old may lay eggs. The eggs laid
by the workers may be trophic or functional. These eggs may be distinguished by the
aspect of the yolk. Older forager workers have degenerated ovaries.
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Nas coldnias de abelhas eussociais ocorre uma divisao do trabalho reprodu-
tivo entre as fémeas, segundo a qual a rainha € responsavel pela producao de novos
individuos e as operdrias por todos 0s servigos necessarios para a manutencgao e
defesa da coldnia (RIBBANDS 1953; MICHENER 1974; FREE 1980).

As diferencas que se estabelecem entre rainhas e operarias, para o exercicio
dessas fung¢oes, sdo de varias naturezas e abrangem a morfologia, a fisiologia e o
comportamento, e resultam em um dimorfismo acentuado entre as duas castas. O
desenvolvimento diferencial dos ovdrios ¢ uma das mais marcantes caracteristicas
deste dimorfismo (SNODGRASS 1956; REGINATO & CRUZ-LANDIM 1998).

Na maioria das espécies de abelhas eussociais o determinante visivel da
diferenciacdo das castas ¢ a diferente alimentagao das larvas de rainhas e operdrias.
A agdo da alimentagao diferencial nos tecidos deve se dar através de mecanismos
fisiolégicos, envolvendo a¢do hormonal, sendo mais conhecida a atuag¢@o do hor-
monio juvenil, que funciona como um horménio morfogenético (DIXON & SHUEL
1963; BEETSMA 1979; REMBOLD 1987; RACINSKY & HARTFELDER 1990; 1991;
RACHINSKY & ENGELS 1995).
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A maneira de alimentar as larvas, bem como o alimento fornecido, € diferente
em Apis mellifera (Linnaeus, 1758) e nos Meliponini. Em A. mellifera, a alimentagdo
das larvas é progressiva e aquelas destinadas a serem rainhas s@o alimentadas com
geléiareal, enquanto as que serdo operdrias, apés o segundo ou terceiro dia recebem
mistura de mel, pélen e geléia real. Esta diferenca alimentar provoca, em A.
mellifera, degeneragdo dos ovarios a partir do terceiro dia de vida larval (REGINATO
& CRUZ-LANDIM 2001, 2002). Em alguns Meliponini, e.g. Scaptotrigona postica
(Latreille, 1804), a alimentacdo é massiva e a diferenca entre operdria e rainha ¢
determinada pela quantidade de alimento ingerida a qual ¢ maior na rainha, ¢ s6 se
concretiza no final do desenvolvimento larval.

Por outro lado, em A. mellifera as operérias adultas nao desenvolvem os
ovarios na presenca da rainha (RIBBANDS 1953; FREE 1980), mas na maior parte
das espécies de Meliponini estas podem desenvolvé-los e botar ovos mesmo na
presenca desta (SAKAGAMI et al. 1963; SAKAGAMI & ZUCCHI 1966). Alguns desses
ovos, 0s ovos tréficos, servem de alimento para a rainha (SAKAGAMI et al. 1963;
SAKAGAMI 1982) enquanto outros, os ovos funcionais, se desenvolvem e originam
machos (BEIG 1972; SILVA 1977; BEGO 1982; SAKAGAMI 1982; SOMMELIIER et al.
1990, 1999; VAN VEEN et al. 1990; SOMMEIER & BUREN 1992).

Em A. mellifera as larvas de operarias e rainhas t€m, a principio, 0 mesmo
numero de ovariolos nos ovarios, mas muitos destes degeneram resultando que
as rainhas adultas apresentam centenas de ovariolos por ovario e as operarias 2 a
12 apenas. Em S. postica, tanto as operdrias como as rainhas tém quatro ovariolos
por ovario, mas os da rainha sdo muito mais longos que os das operdrias
(CrUZ-LANDIM 2000).

Tendo em vista o0 exposto, o objetivo do presente trabalho foi investigar em
que momento se estabelecem as diferencas no desenvolvimento ovariano entre
operdrias e rainhas de Scaptotrigona postica, se durante a vida larval ou durante a
pupacio e quais os mecanismos que levam a essas diferencas.

MATERIAL E METODOS

Os espécimes de Scaptotrigona postica foram coletados de colonias manti-
das no Biotério do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista, Rio
Claro, Sao Paulo.

Utilizaram-se operadrias em diferentes estagios de desenvolvimento: larvas
em ultimo estagio, pré-pupas, pupas de olhos branco, rosa, vermelho, marrom e
preto, pupas com pigmentac¢do corporal, adultas recém-emergidas, nutridoras e
campeiras. Para rainhas foram coletados os estagios de larvas, pré-pupas, pupas de
olhos marrons e adultas recém-emergidas. A pigmentac@o das pupas, primeiro dos
olhos e posteriormente do restante do corpo foi utilizada como medida do avanco
do desenvolvimento.

Os abdomes das pupas e individuos adultos foram separados do resto do
corpo e fixados em Dietrich por 24 horas. As larvas e pré-pupas foram fixadas
inteiras no mesmo fixador, pelo mesmo tempo. Em seguida o material foi desidra-
tado em série alcodlica de concentragdes crescentes até 95%.
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A inclusio foi feita em historesina Leica, seguindo o protocolo do fabricante,
para preparagio de laminas histolégicas. Sec¢des com a espessura de 5 um foram
coradas com Hematoxilina de Harris e Eosina aquosa e montadas em balsamo do
Canad4, observadas e fotografadas em fotomicroscépio.

RESULTADOS

Desenvolvimento do ovario nos imaturos

Os resultados mostraram que, durante a vida larval, rainha e operaria t€ém o
mesmo desenvolvimento ovariano. No dltimo estagio larval de ambas as castas os
ovdrios ja estdo constituidos pelos quatro ovariolos bem diferenciados. Nestes
pode-se distinguir um pedinculo basal, futuro oviduto lateral, formado por células
finas e longas, com nicleos basais, as quais formardo o epitélio dos ovidutos. Nos
cortes longitudinais estas células aparecem dispostas em camadas transversais,
superpostas, com os nicleos localizados na periferia (Fig. 1A). Naregido apical dos
ovariolos estdo presentes células arredondadas, com nucleos grandes consideradas
como células germinativas, intercaladas por células com nicleos pequenos, as
c€lulas somaticas. Os quatro ovariolos sao conjuntamente envoltos por camadas de
células somaticas achatadas formando uma capsula.

Durante o desenvolvimento dos ovarios nas pupas, tanto de operarias como
de rainhas, observam-se divisdes celulares e morte celular. Estas divisdes e mortes
ocorrem tanto nas células germinativas como nas somadticas (Fig. 1A, B). As
divisdes celulares nos ovdrios das operdrias nos estdgios de pupas de olhos rosa e
marrom podem ser vistas nas células do pedinculo do ovariolo (Fig 1A) e nas células
no interior deste (Fig. 1B). Contudo, na regiao apical dos ovariolos a taxa de morte
celular representada por células com nicleos picndticos € maior do que a taxa de
divisoes (Fig. 1B).

Até a pré-pupa os ovdrios de operdrias e rainhas sdo bastante parecidos, mas
a partir daf os da rainha apresentam-se bem mais longos.

Nos ovariolos de pupas de operarias com olhos marrons jd se distinguem na
base do ovirio cistos ovarianos (Fig. 1C) e células ovociticas (Fig. 1C, D). Esta
condi¢d@o ¢ ainda mais acentuada nas pupas com pigmentag@o no corpo onde em
alguns casos o ovécito ja pode ser distinguido das células nutridoras, caracterizando
o inicio da diferenciacao do viteldrio.

Nas rainhas a diferenciacdo do ovério segue 0 mesmo padrdo, mas o cresci-
mento dos ovarfolos € maior e estes tendem a enovelar-se na regido apical (Fig. 2A).
Nestas ¢ também possivel observar divisdes celulares no pedinculo do ovariolo (Fig.
2B) e no interior deste (Fig. 2C), mas a taxa ¢ maior que nas operarias e nao se observa
morte celular no seu interior. Algumas células com niicleos picnéticos podem ser
observadas no pediinculo ou na membrana peritoneal do ovariolo (Fig. 2B).

A tabela I mostra comparativamente as diferencas no desenvolvimento
ovariano de operdrias e rainhas durante a fase imatura.

Desenvolvimento dos ovarios pés-emergéncia

Na rainha recém-emergida os ovariolos aparecem muito longos, mas a maior
parte destes € constituida pelo filamento terminal, apical, que ndo contém células
germinativas no interior (Fig. 3A). Somente a regido basal e mediana contém estas
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Fig. 1. Ovarios de operarias de Scaptotrigona postica. (A) Por¢cao basal do ovario de pupa de
olho rosa vendo-se o contato entre os ovariolos (ov) e o seu pedunculo (p). Notar no ovariolo,
células germinativas (cg) e somaticas (cs) e no pedunculo (p) divisdes celulares (setas); (B)
porgao apical de ovariolos vendo-se morte celular (a) e divisdes celulares (setas); (C) por¢ao
basal de ovariolos de pupa de olho marrom vendo-se cistos (c) de células germinativas; (D)
células germinativas (cg), células somaticas (cs) e morte celular (a) intra ovariolar em pupa
de olho marrom. (g) Corpo gorduroso, (ca) capsula, (m) membrana peritoneal dos ovariolos,
(n) células nutridoras.

células (Fig. 3A, B, C). Nesta fase observam-se, principalmente na regiao mediana,
muitas células em divisdo (Fig. 3B). Na regi@o basal dos ovariolos estao presentes
numerosos cistos (Fig. 3C).

Quando se comparam os ovarios de operdrias ¢ rainhas recém-emergidas
verifica-se a auséncia nas primeiras do filamento terminal longo (Fig. 4A) e no interior
do ovariolo, vdrias células com nticleos picnéticos, indicando morte celular (Fig. 4A,
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Fig. 2. Ovarios de rainha de Scaptotrigona postica. (A) Ovario de pupa de olho rosa vendo-se
o inicio do enrolamento distal (setas) dos ovariolos (ov); (B) porcao basal do ovéario de pupa
de olho rosa vendo-se divisdes celulares (setas) no pedunculo (p); (C) porcao apical de um
ovariolo de pupa de olho marrom vendo-se divisdes celulares (setas). (ca) Capsula, (m)
membrana peritoneal, (ovi) oviduto, (a) morte celular.

B). Entre as células em processo de morte, encontram-se também células germinativas
em divisao (Fig. 4B). Nas rainhas ndo se observam mortes celulares (Fig. 4C).

Em algumas operdrias recém-emergidas os ovariolos ja apresentam germario
e viteldrio diferenciados, neste tltimo as cAmaras nutridoras e ovociticas apresentam-se
bem evidentes. No entanto, as operdrias recém-emergidas ainda ndo apresentam
ovdcitos vitelogénicos. Estes estao presentes nas operarias nutridoras e campeiras.
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Fig. 3. Ovarios de rainha de Scaptotrigona postica recém-emergida. (A) Ovario com ovariolos
muito longos e convolutos vendo-se a porgao basal dos ovariolos (b), a regiao mediana (m)
e a maior parte constituida pelo filamento terminal, apical (ap); (B) regiao mediana de um
ovariolo mostrando divisdes celulares (setas) e inicio da formacao dos cistos (asteriscos); (C)
regiao basal dos ovariolos vendo-se numerosos cistos (setas). (tr) Traquéias, (g) corpo
gorduroso, (ft) filamento terminal.

Nas operdrias nutridoras alguns ovdcitos vitelogénicos, praticamente madu-
ros, apresentam os graos de vitelo dispersos e vacuolizados, ou seja, com regides
nao coradas geralmente centrais (Fig. 5A), enquanto outros os apresentam mais
concentrados e sem vacuolizacdo.
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Em geral, os ovdrios das operdrias campeiras, apresentam-se em fase de
regressdo, mas em algumas operdrias desta classe ainda apresentaram ovocitos
pré-vitelogénicos (Fig. 5B) e vitelogénicos (Fig. 5C). Nestas operdrias os ovocitos
vitelogénicos contém vitelo formado por granulos de tamanho variado, ndo vacuo-
lizado, contornos bem definidos e em grande quantidade (Fig. 5C).

Nas operdrias campeiras sempre se encontraram, na base do ovdrio, corpos
liteos (Fig. 5B, C) que resultam da degeneracgao das células foliculares, pés-ovulagao.

A tabela I mostra as diferencas entre os ovarios das castas no adulto.

Tabela |. Comparagdo entre o desenvolvimento dos ovarios em operarias e rainhas de
Scaptotrigona postica.

Fases Operéria Rainha
Desenvolvimento ovariano  — Continuo - Continuo, maiores em relagao a operaria
— Ficam estacionérios ou sofrem decréscimo — Crescem e se enovelam nas

extremidades distais

Divisao celular — Taxa baixa — Taxa alta
— Maior ocorréncia na parte basal dos ovariolos — Presente ao longo de todo o ovariolo

Morte celular — Taxa alta — Taxa baixa
— Maior ocorréncia no apice dos ovariolos — Raramente presente ao longo dos
ovariolos

- Presente em células somaticas

Comprimento dos ovdrios ~ — Crescimento continuo até o fim da fase larval — Crescimento continuo até o individuo
emergir
— Regressao ao longo da pupagao - Continua apds a emergéncia
Diferengas no adulto — Recém-emergidas com um ou dois foliculos - Recém-emergidas sem foliculos
desenvolvidos diferenciados, sem diferenciagéo do

viteldrio. Com numerosos cistos no
ovario
— Amadurecimento precoce dos foliculos - Ovariolos longos
— Ovos maduros na nutridora
— Producao de dois tipos de ovos (tréficos e
funcionais). Um ou dois ovos durante a vida
— Ovario degenera na operdria campeira

DISCUSSAO

A determinagdo das castas nesta espécie de abelha ¢ tréfica, tanto quanto em
Apis mellifera, no entanto, o alimento dado as larvas de operarias e rainhas nido
difere em qualidade, mas apenas em quantidade. Os alvéolos onde sdo criadas as
rainhas sdo maiores e, portanto, contém mais alimento. Como o total do alimento
estd a disposicdo da larva desde o inicio, quando as larvas de operdria jd esgotaram
suas reservas, as de rainha ainda ndo, o que faz com que a diferenciagdo alimentar,
diferentemente de A. mellifera, na qual ocorre a partir do segundo ou terceiro dia
de vida larval, seja neste caso, tardio, apenas no ultimo instar.

Em Apis mellifera as rainhas tém ovarios com muitos ovariolos longos (cerca
de cento e oitenta por ovdrio) e as operdrias com poucos ovariolos curtos (de dois
a doze por ovdrio). Nesta espécie o desenvolvimento ovariano comega igual em
operdrias e rainhas e mortes celulares provocam o desaparecimento de ovariolos ao
longo da vida larval da operdria (REGINATO & CRUZ-LANDIM 2001, 2002).
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Fig. 4. Ovarios de operarias e rainhas de Scaptotrigona postica recem-emergidas. (A) Ovario
de operaria recém-emergida vendo-se células ovociticas (co) e regides de morte celular (a);
(B) ampliaga@o da regiao apical de um ovariolo de operaria, mostrando detalhes das células;
(C) porgao basal de um ovariolo de rainha vendo-se células ovociticas (co). (ca) Capsula, (m)
membrana peritoneal, (setas) divisao celular.

No caso de S. postica, o desenvolvimento € igual até o fim da fase larval,
quando termina a fase de alimentag@o e se caracteriza a maior ingestao de alimento
pela rainha. Portanto, em Apis os ovdrios das rainhas e operdrias comegam a se
diferenciar precocemente porque as diferengas na alimenta¢ao come¢am cedo e em
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Fig. 5. Ovarios de operarias nutridoras e campeiras de Scaptotrigona postica. (A) Por¢ao do
vitelario do ovario de uma operaria nutridora mostrando um ovécito praticamente maduro (om)
e outro em desenvolvimento vendo-se a camara ovocitica (cov) e a camara nutridora (cn); (B)
porgao do ovario de uma operaria campeira vendo-se um corpo luteo (cl) e um ovécito em
crescimento com camara ovocitica (cov) e camara nutridora (cn).; (C) ovocito maduro (om)
em operaria campeira. (cf) Células foliculares.

S. postica a diferenciacao ¢ tardia porque a diferencga na alimentagao s6 acontece no
fim da vida larval.

As taxas de morte e divis@o celulares sdo as responsdveis pela diferenca entre
os ovdrios nas castas de S. postica a partir da pupagao. A taxa de divisao celular é maior
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nas rainhas e a de morte celular nas operarias. Enquanto em A. mellifera amorte celular
promove o desaparecimento de ovariolos, em S. postica a morte celular ocorre quando
os ovariolos ja estdo diferenciados atingindo as células apicais destes nas larvas de
operdrias, provocando seu encurtamento, enquanto narainha o crescimento prossegue.
Mesmo assim, nota-se que nas pupas de olhos marrons e adultos recém-emergidos de
rainhas, o maior comprimento dos ovariolos deve-se ao filamento terminal muito
longo. Contudo, como as divisoes celulares continuam nas rainhas recém-emergidas,
o interior dos filamentos terminais vai sendo preenchido.

Outra diferenca entre A. mellifera e S. postica é que nesta dltima espécie, as
operdrias sempre poem ovos, os quais sao dados como alimento a rainha (ovos
tréficos) ou se desenvolvem em machos (ovos funcionais), enquanto em A. mellifera
isto raramente ocorre. Assim os ovarios das operdrias de S. postica sempre sao
funcionais nao apresentando a rainha um efeito inibidor sobre o desenvolvimento
ovariano das operdrias (CRUZ-LANDIM 2000).

O ovirio das abelhas ¢ do tipo meroistico politréfico, no qual os ovariolos
apresentam trés regides distintas do dpice para a base: filamento terminal, germario
e vitelario. O viteldrio dos ovirios politréficos se caracteriza por seus foliculos serem
constituidos por ovocitos e células nutridoras, os quais nas abelhas ocupam camaras
distintas: cdmara ovocitica e camara nutridora.

Quando a rainha emerge, aparentemente ainda nao ha nenhum foliculo
diferenciado no seu ovario, isto €, ainda nao se diferencia um viteldrio no ovariolo,
apenas 0 germdrio estd presente, contendo numerosos cistos. Nos ovarios das pupas
pigmentadas de operdrias, ja se observam foliculos diferenciados nos ovariolos,
portanto, desde esta fase, viteldrio e germario ja estdo diferenciados, talvez porque
as operdrias sempre desenvolvem seus ovdrios e realizam postura durante a fase de
nutridora que se inicia por volta de cinco dias de vida adulta.

A operdria, em geral, possui um tnico foliculo em estdagio de desenvolvi-
mento avangado, as vezes dois, um em cada ovdrio, sendo capaz de produzir somente
poucos ovadcitos. A operdria pode produzir um ou dois ovos em sua vida, sendo que
o numero de ovos tréficos € maior do que o de ovos funcionais. Quando dois ovicitos
estdo se desenvolvendo em ovariolos opostos eles provavelmente serdo do tipo
alimentar ou um sera tréfico e o outro funcional (STAURENGO-DA-CUNHA 1977).

Os ovos tréficos sao morfologicamente diferentes dos funcionais (KOEDAM
et al. 1996) e possuem também um contetdo diferente. Estes ovos aparentam ser
menos maduros do que os ovos funcionais (CRUZ-LANDIM & CRUZ-HOFLING 1971 ;
KOEDAM et al. 1996). Os ovdcitos com vitelo mais disperso e vacuolizado, sdo
provavelmente ovos tréficos. O corion fino, menos estruturado, fragil e com
alteracdes no formato pode facilitar a digestao ou liberagao do contetido do ovo para
digestao (CRUZ-LANDIM 2000).

Segundo STAURENGO-DA-CUNHA (1977) o maior desenvolvimento dos
ovdrios e também a possibilidade das operdrias botarem ovos acontece quando estas
trabalham na area de cria, com a fung¢do de aprovisionar os alvéolos onde a rainha
botard seus ovos (operdrias e nutridoras), condizendo com os resultados de SAKA-
GAMI & ZUCCHI (1963), BEIG (1972). No entanto, neste trabalho verificou-se que
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ovdcitos presentes em algumas operdrias campeiras apresentavam vitelo mais
compactado indicando a formac@o de um ovo funcional.

Seria l6gico esperar que operarias nutridoras, mais jovens, quando sob
influéncia da rainha, fossem estimuladas a botar ovos tréficos para alimentacao
desta, enquanto, operdrias mais velhas poderiam desenvolver ovos funcionais.
Esta visdo esta de acordo com achados de CRUZ-LANDIM & HOFLING (1971) e
KOEDAM et al. (1996) que verificaram que os ovos tréficos tém caracteristicas de
imaturidade e com a presenca de ovdcitos, provavelmente funcionais, nas opera-
rias campeiras. Trabalho nao publicado de KOEDAM & VELTHIUS mostra que em
Melipona bicolor (Lepeletier, 1836, Apidae) as operarias que botam ovos funci-
onais sd@o as que operculam os alvéolos depois da postura da rainha. Pode
acontecer que estas operdrias sejam ligeiramente mais velhas que aquelas que
fazem o aprovisionamento e se achem na transicao das tarefas internas do ninho,
para as externas (campeiras). Essa interpretacao ¢é refor¢ada pelo fato das opera-
rias campeiras velhas apresentarem ovdrios com ovariolos disformes, onde a
distin¢d@o entre os diferentes tipos celulares é imprecisa, caracteristica da degene-
racdo de todo o 6rgao.

Neste estudo foi também possivel observar, em operarias nutridoras e
campeiras a presenga de corpos liteos, os quais se formam a partir da degeneragao
das células foliculares, depois da ovulacdo, confirmando a realizagao de postura por
estas operarias.

As diferengas entre A. mellifera e S. postica quanto ao momento de diferen-
ciag@o dos ovarios e provavelmente outras caracteristicas das castas respondem pelo
resultado obtido com a aplicagdo de hormonio juvenil em operérias de dltimo
estagio, a qual leva ao aparecimento de rainhas em S. postica (CAMPOS et al. 1975)
e nao tem o mesmo efeito em A. mellifera, produzindo quando muito intercastas
(MICHENER 1974).
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