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RESUMO: Existem poucos estudos acerca da qualidade e da constitui¢do do alimento larval das abelhas sem
ferrdo. O objetivo do presente trabalho foi acrescentar dados sobre as caracteristicas do alimento larval, que embasem
futuras pesquisas sobre a influéncia da alimentagdo das larvas na determinagdo de castas no género Melipona. Um favo
recém construido foi retirado de uma colo6nia forte de Melipona scutellaris e o alimento de 25 alvéolos foram estudados
em relacdo ao volume total de alimento, volume da camada superior e inferior, quantidade e concentracdo de proteinas e
atividades enzimadticas. Ficou evidenciado que o nimero de varidveis na alimentacdo larval ndo se restringe ao volume
total (CV=14,19%), mas também, a quantidade de proteinas da camada superior do alimento (CV=13,75%) e,
principalmente, de pélen (CV=34,09%). O monitoramento dessas varidveis em diferentes estacdes do ano pode fornecer

pistas sobre quais elementos da alimentag@o sdo refletidos na proporc¢do de rainhas produzidas.
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INTRODUCAO

Os mecanismos de determinacdo de casta
nas abelhas eussociais dependem, direta ou
indiretamente, da alimentacdo na fase larval, mesmo
naquelas em que fatores genéticos podem estar
envolvidos (HARTFELDER et al., 2006).

Em abelhas do género Apis a quantidade e a
qualidade de alimento desempenham papel
fundamental para a diferenciagdo de operdrias e
rainhas. As larvas que darfo origem as rainhas
recebem geléia real durante todo  seu
desenvolvimento e as que v&o originar operdrias,
recebem uma mistura de mel e pélen apds o terceiro
dia de alimentagdo larval (REMBOLD et al., 1974,
WEAVER, 1974; ISHAY et al., 1976; ASENCOT;
LENSKY 1984).

Nas espécies do género Melipona, segundo
a hipétese de Kerr (1950) e Kerr e colaboradores
(1966), o sistema de determinagdo das castas &
regulado por mecanismos genéticos e por influéncia
ambiental, especialmente, alimentar. As rainhas
emergem de células isomorficas em relagdo as
células ocupadas por operdrias ou machos.

Em outros géneros de abelhas sem ferrdo a
quantidade de alimento é o fator decisivo na
determinacdo de castas (DARCHEN; DELAGE-
DARCHEN, 1971; CAMARGO, 1972). As rainhas
emergem de células reais, maiores do que as de
operdrias, onde as larvas recebem um suprimento
alimentar extra.

H4 outros possiveis mecanismos de
producdo de rainhas, restritos a determinadas
circunstdncias e a algumas espécies de
meliponineos, porém, derivam dos mecanismos
mencionados acima ou carecem de teorias bem
fundamentadas, como €é o caso das rainhas
miniaturas (RIBEIRO et al., 2006; HARTFELDER
et al., 2006;).

Muitos aspectos envolvidos na
determinacdo de castas permanecem desconhecidos,
especialmente, no grupo das abelhas sem ferrdo. Ha
poucos dados acerca da qualidade e da constitui¢ao
do alimento larval dessas abelhas. O objetivo do
presente trabalho foi acrescentar dados sobre as
caracteristicas do alimento larval, que embasem
futuras pesquisas sobre a influéncia da alimentagdo
das larvas na determinacdo de castas das abelhas
sem ferrdo. Outros objetivos incluem: (1)
quantificar os principais elementos do alimento
larval; (2) comparar a composi¢do do alimento
larval dos alvéolos de cria de uma mesma colonia de
Melipona; (3) analisar a atividade enzimatica do
alimento larval de Melipona scutellaris Latreille,
1811.

MATERIAL E METODOS

Quantificacdo do alimento larval e de seus
componentes

O material bioldgico foi retirado de uma
colonia de Melipona scutellaris, proveniente da
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Bahia e mantida em colméia racional, no
Meliponario Uberlandia, em Uberlandia-MG, desde
o ano 2000. A coldnia estava forte no momento do
experimento, o que foi concluido pela quantidade de
potes de alimento, nimero de operarias, nimero de
favos de cria e agressividade das abelhas. Foi
retirado um favo com cerca de 150 alvéolos, todos
contendo ovos.

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 e transferido para tubos
numerados. Aleatoriamente, foram tomados 25
tubos para o ensaio experimental. Os tubos foram
centrifugados por 15 min a 10.000 rpm, separando
duas camadas: (1) superior, contento basicamente,
secrecoes das  glandulas  mandibulares e
hipofaringeanas, dgua, agticares e subprodutos da
digestdao do pélen (VELTHUIS, 1992); (2) inferior,
contendo o pélen do alimento.

A camada superior foi transferida para outro
tubo e o volume foi quantificado com uma pipeta
automdtica. Para medir o volume da camada
inferior, 100 pL de 4gua destilada foram
adicionados ao tubo, permitindo a medi¢do do seu
volume com uma pipeta automatica, apds subtracdo
do volume de 4gua adicionado. Somando-se o
volume das duas camadas, obteve-se a quantidade
total de alimento larval em cada alvéolo.

O padrio de polipeptidios de cada alvéolo
foi comparado, por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE/SDS) 12%, segundo o
método de Laemmli (1970). A quantificacdo de
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proteinas, na camada superior do alimento, foi feita
pelo método de Bradford (1976).

Analise enzimatica

A camada superior do alimento de cada
alvéolo foi submetida a um teste qualitativo e semi-
quantitativo da atividade enzimadtica, por meio do
Kit Api Zym (BIOMERIEUX) que identifica 19
tipos de enzimas a partir de pequena quantidade de
amostra ndo purificada (Tabela I). A amostra foi
diluida e distribuida em 20 pocos de uma galeria,
cada um contendo um substrato especifico para a
enzima testada. O resultado da reacdo foi mensurado
pela alteracdo ou ndo da cor e, nos casos positivos, a
intensidade da cor estd diretamente relacionada com
o grau de reacdo com o substrato, permitindo
estimar a quantidade de enzima presente na amostra.

Foram diluidos 30 pL do alimento da
camada superior de cada alvéolo, individualmente,
em 1,5 mL de soro fisiolégico e aplicados 60 pl
desta solucdo em cada poco da galeria.

Para avaliar alteracdes nas reagdes
enzimdticas em fun¢do do tempo foi também usado
o Kit Api Zym. Foram analisados dois grupos
experimentais: um contendo alimento de trés
alvéolos recém-operculados e outro contendo
alimento de trés alvéolos cujos ovos haviam
eclodido recentemente. Foram diluidos,
separadamente, 30 pL da camada superior do
alimento do alvéolo de cada grupo em 1,5 mL de
soro fisioldgico e aplicados 60 pL dessa solugdo em
cada poco da galeria do Kit Api Zym.

Tabela 1. Enzimas analisadas pelo Kit Api Zym (Biomerieux).

Naftol-AS-Bl-tosfohidrolase
13 wo-galactosidase

14 [B-galactosidase

15 B-glucuronidase

16 o-glucosidase

17 B-glucosidase

18 MN-acetil-B-glucosaminidase
19 o-manosidase

20 o-fucosidase

N Enzima Detectada Substrato
I Controle -
2  Fostatase alcalina 2-naftil fostato
3 Esterase (C 4) 2-naftil butirato
4 Esterase Lipase (C 8) 2-naftil caprilato
5 Lipase (C 14) 2-naftil miristato
6 Leucina arilamidase L-leucil-2-nattilamida
7 Walina arilamidase L-wvalil-2-nattilamida
& Cistina arilamidase L-cistil-2-naftilamida
9  Tripsina N-benzoil-DL-arginina-2- naftilamida
10 g-quimotripsina MN-glutaril-fe nilalanina-2-nattilamida
11 Fostatase dcida 2-naftil fostato
2 MNattol-AS-Bl-fostato

G-Br-2-nattil-aD-galactopiranosida
Z-naftil-BD-galactopiranosida
MNattol-AS-BI-BD-glucuronida
Z2-naftil-oD-glucopiranosida
6-Br-2-naftil-BD-glucopiranosida
I-naftil-N-acetil-BD»-glucosaminida
6-Br-2-naftil-aD-manopiranosida

2-naftil-olL-tucopiranosida
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RESULTADOS A quantidade média de proteinas da camada
superior do alimento foi de 652,01 pg (+ 89,66; CV
Quantificacio do alimento larval e de seus = 13,75%) e a concentracdo média foi 7,92 pg/ uL
componentes (£ 0,73; CV = 9,34%). A andlise em gel de
Conforme mostra a Tabela II, a média do eletroforese PAGE/SDS mostrou diferenga no perfil
volume de alimento presente nos alvéolos de cria de protéico do alimento dos alvéolos, com alteracdo da
M. scutellaris foi 119,3 pL (£ 16,9; CV = 14,19%). intensidade das bandas, que se mostraram menos
A média do volume da camada superior do alimento intensas ou, mesmo, desapareceram das amostras
centrifugado foi 82,4 uL (+ 9,2; CV = 11,14%). O retiradas de alvéolos que estavam proximos ao
volume médio da camada inferior foi de 36,9 pL (£ centro do favo.

12,6; CV = 34,09%).

Tabela 2. Informacdes sobre o alimento larval do alvéolo de cria de Melipona scutellaris.

Volume Volume da Volume da Quantidade Concentragdo
Total de Camada Camada de Proteinas de proteinas
Alimento Inferior (uL)  Superior (uL) (ng) (ng/pL)
(ub)
Média+SD  1193+169 369+12,6 82,4 +£9,2 652,01 £ 7,92 £0,73
89,66
Coeficiente 14,19 % 34,09 % 11,14 % 13,75 % 9,34 %
de Variacao
Maiximo 141 60 99 826,92 9,67
Minimo 72 8 63 497,76 5,52
Analise enzimatica méxima na maioria dos alvéolos analisados.

Os testes enzimaticos mostraram a presenca As reacOes enzimdticas do alimento de
das seguintes enzimas no alimento larval: Fosfatase alvéolos recém-operculados foram mais intensas do
Alcalina, Esterase (C4), Esterase Lipase (C8), que nos alvéolos que tinham larvas recém-nascidas
Fosfatase Acida, Naftol-AS-BI-fosfohidrolase, ao- (Tabela III). A diferenga foi mais acentuada para as
galactosidase, P-galactosidase, a-glicosidase e f- enzimas Fosfatase Alcalina, Esterase (C4), Esterase
glicosidase. Lipase (C8), Fosfatase Acida, Naftol-AS-BI-

Verificou-se diminui¢do na intensidade das fosfohidrolase e a-glicosidase e menos acentuada
reacOes das enzimas do alimento dos alvéolos que para as enzimas o-galactosidase, [-galactosidase e
estavam proximo ao centro do favo, com excecdo da B-glicosidase.

enzima [}-galactosidase, que apresentou atividade

Tabela 3. Intensidade das reagdes enzimdticas do alimento larval de M. scutellaris dos favos recém-
operculados e dos favos que tinham larvas recém nascidas. A intensidade de reac@o é diretamente
proporcional ao seu nimero: 1 e 2 representam reagdes negativas e 3, 4 e 5 representam reagdes

positivas.
Favos recém-operculados Favos que tinham larvas
recém nascidas
Fosfatase Alcalina
Esterase (C4)
Esterase Lipase (C8)

Fosfatase Acida
Naftol-AS-BI-fosfohidrolase
a-galactosidase
B-galactosidase
a-glicosidase

B-glicosidase

IV, IV, IS IRV, IV, USROS V) |
W RN WWMER=W
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DISCUSSAO

Segundo a hipétese de Kerr e colaboradores
(1966) sobre a determinacdo de castas no género
Melipona, fatores genéticos relacionados a variagdo
de um ou mais fatores ambientais poderiam explicar
a variacdo na propor¢do de rainhas e operarias
observada entre os favos de cria e em diferentes
estacdes do ano. Esses autores propuseram, ainda,
que o principal fator ambiental deveria ser a
quantidade total de alimento. Os dados obtidos no
presente trabalho corroboram essa hipdtese e
evidenciam que o ndmero de varidveis na
alimentacdo larval ndo se restringe ao volume total,
mas também, a quantidade de proteinas da camada
superior do alimento e, principalmente, de p6len.

A variagdo encontrada na atividade
enzimdtica e nas bandas de proteinas entre os
alvéolos da regido central do favo e das bordas esta
refletindo sua ordem de construgdo, que ocorre do
centro para a periferia. Este argumento é reforcado
também pelas diferencas na intensidade das reacdes
enzimadticas entre alvéolos recém-operculados e os
que tinham larvas recém nascidas. As enzimas
estudadas estdo, provavelmente, relacionadas as
funcdes digestivas, especialmente, conversio de
carboidratos e digestdo do pdlen. O fato de ndo
haver enzimas fortemente ativas, avaliado pela
coloragdo da reacdo, no momento da eclosdo dos
ovos € uma evidéncia disso, pois, quando a larva
nasce, o alimento j4 deve estar pronto para
consumo. Velthuis (1992) sugeriu que a fungdo
original das secrecdes hipofaringeanas das abelhas
é, em geral, simplesmente digestiva e esse padrao é
ainda prevalente em Bombini e Meliponini.
Pereboom (2000) mostrou que essas secrecdes nao
tém nenhuma funcdo na determinacdo de castas de
Bombus terrestris, pois sdo fornecidas, igualmente,
a machos, operdrias e rainhas. Kerr e colaboradores
(1966) também, ndo observaram em Melipona
quadrifasciata, comportamento que justificasse
diferencas qualitativas nas secrecdes entre oS
diferentes alvéolos durante o processo de
aprovisionamento de cada um deles. Essas
evidéncias permitem deduzir que, dificilmente, as
enzimas estariam diretamente relacionadas a
determinacdo de castas no género Melipona.

Por outro lado, as amplas variacdes
encontradas nos outros elementos do alimento larval
poderiam  estar  relacionadas, direta  ou
indiretamente, com a variacdo encontrada na
proporcdo entre rainhas e operdrias, em diferentes
circunstancias ambientais. Essa premissa &
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sustentada pelos dados obtidos por Maciel-Silva e
Kerr (1991), onde larvas de Melipona compressipes
alimentadas com alimento larval homogeneizado,
portanto, sem variacdo entre as larvas, geraram 25%
de rainhas entre as fémeas.

Schawrziana quadripunctata Lepeletier, 1836
€ uma espécie de abelha sem ferrdo que produz,
freqlientemente, rainhas em células de operdrias,
conhecidas como rainhas miniaturas, além de
rainhas grandes, em células reais (CAMARGO,
1974; WENSELEERS et al., 2005; RIBEIRO et al.,
2006). Castilho-Hyodo (2001) investigou fatores
que poderiam influenciar a determinacdo de castas
nesta espécie, inclusive fatores alimentares. Os
dados mostraram diferenca significativa na
quantidade de alimento nas células de cria e na
concentracdo de proteinas em diferentes estacdes do
ano. A autora atribuiu isso a disponibilidade de
recursos no ambiente nessas estagdes e as variagdes
no valor protéico do pdlen de diferentes fontes
florais. Estas variacdes podem estar relacionadas
com o aumento ou diminui¢do no nimero de rainhas
produzidas em diferentes estacdes do ano.

Hartfelder e Engels (1989) estudaram o
alimento larval de algumas espécies de
meliponineos, enfatizando a relagdo entre o balango
nutricional e a filogenia das abelhas estudadas. Em
M.  quadrifasciata,  foram  analisados  os
componentes soliiveis em agua do alimento larval
de células individuais e os autores ndo encontraram
variagdes nos elementos estudados que pudessem
estar relacionadas com a determinac@o de castas.

Sdo necessdrios testes com alimentagdo
controlada para avaliar, isoladamente, a importancia
de cada varidvel do alimento larval na determinagdo
de castas de abelhas sem ferrdo do género Melipona
e nas espécies que produzem rainhas miniaturas. O
monitoramento das varidveis em diferentes estagcdes
do ano pode fornecer pistas sobre quais elementos
da alimentacdo interferem na proporc¢do de rainhas
entre as fémeas.
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ABSTRACT: There are few studies on the quality and constitution of larval food of stingless bees. The present
study was performed to increase the knowledge about the characteristics of larval food. This knowledge can be used in the
future to investigate the influence of larval nourishment on the caste determination of Melipona. One recently built comb
was removed from a strong colony of Melipona scutellaris and the larval food of 25 brood cells was studied individually.
We analyzed the total volume of the larval food, the volume of its superior and inferior layers, the quantity and
concentration of proteins, and also the enzymatic activities. The variation among the brood cells was very high, not only
concerning the total volume of larval food (CV=14,19%), but also the quantity of proteins (CV=13,75%) and, mainly, the
quantity of pollen (CV=34,09%). Monitoring these variables through different seasons can give an idea about which
elements of larval food can be related to queen production.

KEYWORDS: Larval food. Caste determination. Enzymes. Pollen. Stingless bees.
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