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RESUMO 
 

SOUZA, Edmilson Amaral, M.S., Universidade Federal de Viçosa, julho de 
2006.  Histologia e Histoquímica do Aparelho Reprodutor de 
Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera, Apidae) em 
Rainhas Virgens e Copuladas. Orientador: José Eduardo Serrão. Co-
Orientadores: Clóvis Andrade Neves e Lucio Antonio de Oliveira Campos 

 
Dada a importância ecológica, econômica e do risco de extinção que os 

Meliponini vem sofrendo, muitos trabalhos foram desenvolvidos em busca do 

entendimento da biologia reprodutiva desse grupo. A importância da cópula para o 

desenvolvimento dos ovários e maturação dos ovócitos nos insetos tem sido 

investigada, mas há poucos trabalhos enfatizando as conseqüências da ausência da 

cópula no aparelho reprodutor destes. Nesta dissertação, descrevemos as 

alterações provocadas pela ausência da cópula e suas conseqüências através da 

histologia e teste histoquímicos no aparelho reprodutor de rainhas de Melipona 

quadrifasciata anthidioides.  Os resultados contribuíram para o conhecimento da 

biologia reprodutiva desta espécie, como o tempo máximo que uma rainha pode 

permanecer virgem com seus ovários viáveis e a importância da cópula para o 

desenvolvimento da espermateca. Os ovários das rainhas virgens de M. 

quadrifasciata anthidioides permanecem no estado pré vitelogênico e estas a partir 

de 15 dias de idade apresentam sinais de degeneração ovariana. Entretanto, seus 

ovários permanecem viáveis se copuladas com até 25 dias de idade. O 

desenvolvimento da espermateca e a atividade secretora das suas glândulas 

também são influenciadas pela ausência de cópula. Espermatecas de rainhas 

fisogástricas apresentam epitélio mais espesso e maior volume do que nas rainhas 

virgens. Nas glândulas, grânulos contendo proteínas e polissacarídeos são 

identificados em rainhas fisogástricas, enquanto que em rainhas virgens os grânulos 

protéicos não são encontrados e os grânulos de polissacarídeos tornam-se 

escassos com o avançar da idade. 
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ABSTRACT 

SOUZA, Edmilson Amaral, M.S., Universidade Federal de Viçosa, July, 2006.  
Histology and Histochemistry of the Reproductive Tract of Melipona 
quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera, Apidae) in Virgin and 
Physogastric Queens. Adviser: José Eduardo Serrão. Co-Advisers: 
Clóvis Andrade Neves and Lucio Antonio de Oliveira Campos 

 

Due to the economic and ecological importance, and the extinction risk that 

Meliponini is experiencing, many works were developed in search of understanding 

of reproductive biology of these bees. The importance of the mating for ovaries 

development and oocytes maturation in insects has been investigated, but there are 

few research concerning the consequences of the mating delay in the reproductive 

tract morphology. Here the morphological alterations caused for the mating delay in 

the reproductive tract of the Melipona quadrifasciata anthidioides queens were 

described. The ovaries of the M. quadrifasciata anthidioides virgin queens remain in 

previtellogenic phase and from 15 days old they show degeneration signs. However, 

their ovaries are viable if the queen mates until 25 days old. The spermathecae of 

the physogastric queen has an well-developed epithelium other than virgin queens. 

In spermathecal glands, granules containing proteins and polysaccharides are 

identified in physogastric queens while in virgin queens the protein granules are 

lacking and the polysaccharide granules become fair as the time goes on. 
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1 - Introdução Geral 

 
As abelhas apresentam vários padrões com relação à sociabilidade. Existem 

espécies de abelhas que vão desde solitárias até o mais complexo nível de 

organização social. 

Michener (1974) descreve os níveis de sociabilidade, levando em 

consideração características fundamentais que indicam a ocorrência de 

comportamento social entre os indivíduos do grupo, como: divisão de tarefas (que 

pode ser somente comportamental ou chegar a ser morfológica e fisiológica); 

sobreposição de gerações, onde a fêmea convive com a sua prole; e, a capacidade 

de coletar e guardar provisões dentro dos ninhos. As abelhas solitárias, não formam 

colônias. A fêmea fecundada constrói sozinha as células de cria, aprovisiona e 

deposita nelas seus ovos. Não existe entre esta fêmea e sua prole qualquer contato. 

A maioria das espécies de abelhas solitárias possui somente uma geração por ano. 

As abelhas parassociais apresentam colônias pequenas com abelhas adultas de 

uma única geração, de indivíduos adultos. A relação entre indivíduos de colônias 

parassociais é simples, mas algumas espécies apresentam atividade cooperativa e 

divisão de trabalho entre as fêmeas adultas. Algumas vezes mais de uma delas se 

reproduz no mesmo período, sendo todas férteis. As abelhas subsociais consistem 

de grupos com uma fêmea adulta que cuida e alimenta a prole imatura. Neste caso, 

não há divisão de trabalho entre adultos e a fêmea (mãe) morre antes ou durante o 

tempo em que a cria alcança a maturidade. Porém, diferente das abelhas solitárias, 

a mãe mantém contato com a cria, embora este contato seja restrito à fase imatura. 

As abelhas eussociais possuem um nível de organização mais elevado, geralmente 

apresentando uma rainha com função reprodutiva e o restante da colônia de 

operárias, com as demais funções da colônia; duas gerações de indivíduos adultos, 

do mesmo sexo. 

O grupo eussocial pode ser divido em primitivamente e altamente eussocial. 

As castas de espécies primitivamente eussociais são muito semelhantes em sua 

morfologia externa com exceção à alometria macrocefálica de rainhas de poucas 

espécies (Quénu, 1957; Sakagami & Fukushima, 1961; Sakagami & Hayashida, 

1968; Sakagami & Moure, 1965; Sakagami & Wain, 1966). Geralmente, mas nem 

sempre, as castas diferem no seu tamanho médio. Para a maioria das espécies, as 

castas diferem no desenvolvimento ovariano e atributos comportamentais. Em 
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Lasioglossum zephyrum, não há divisão de castas, mas há uma variação contínua 

no comportamento e fisiologia. Nas espécies do gênero Bombus, as rainhas da 

maioria das espécies são maiores e em algumas espécies possuem coloração 

divergente das operárias. As rainhas de abelhas primitivamente eussociais são 

equipadas na morfologia e no comportamento para viverem sozinhas e estabelecer 

uma nova colônia. Depois do estabelecimento da nova colônia a divisão de tarefas 

se estabelece. O alimento, geralmente, é armazenado nas células de cria para o 

crescimento das larvas. 

De acordo com Michener (2000), as abelhas altamente eussociais estão 

divididas em dois grupos: as abelhas sem ferrão (tribo Meliponini) e as abelhas 

melíferas (tribo Apini, gênero Apis). 

Nas colônias de espécies altamente eussociais, a integração é complexa e 

envolve uma variedade de padrões comportamentais, feromônios, e adaptações 

fisiológicas. As colônias sobrevivem por muito tempo através de armazenamento de 

alimento no ninho, mas não nas células de cria como acontece com as espécies 

primitivamente eussociais. A sobreposição de gerações e divisão de trabalho 

também são características marcantes das abelhas altamente eussociais. 

As castas das abelhas altamente eussociais são extremamente diferentes 

umas das outras, não só no comportamento, na fisiologia, e usualmente no tamanho 

do corpo, mas também em estruturas externas. As rainhas não possuem estruturas 

para a coleta e manipulação de pólen e nem o comportamento de forrageamento. 

São incapazes de sobreviver por um longo período fora da colônia e também não 

apresentam comportamento de defesa contra inimigos, e apresentam ovários 

desenvolvidos. As operárias apresentam estruturas para coleta e manipulação de 

pólen, comportamento de forrageamento e de defesa na presença de inimigos. Os 

ovários das operárias geralmente são delgados e podem em algumas circunstâncias 

se desenvolver, produzindo ovos tróficos que irão alimentar a rainha ou ovos que 

darão origem a machos. 

As operárias de Apis mellifera podem desenvolver seus ovários em colméia 

órfã ou quando a população está muito grande (Groot & Voogd, 1954). Nos 

Meliponini, várias espécies apresentam ovários desenvolvidos mesmo em colméia 

com rainha (Sakagami et al., 1963). 

Em algumas espécies dois tipos de ovos são produzidos pelas operárias 

(Staurengo da Cunha, 1978; Cruz-landim, 2000). Entretanto, algumas espécies 
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produzem somente ovos que dão origem a machos, como é o caso em Friesella 

schrottkyi (Camillo-Atique, 1977). Enquanto operárias de algumas espécies 

(aparentemente todas as espécies do gênero Friesemelitta e Duckeola ghiliani) 

nunca desenvolvem ovários (Sakagami et al., 1963; Sakagami & Zucchi, 1968). 

Em A. mellifera, o controle do desenvolvimento do ovário é determinado pela 

quantidade e qualidade de alimento, sendo que as operárias sofrem uma castração 

alimentar (Michener, 1974). Por outro lado, nos Meliponini, o mecanismo para 

determinação de castas parece ser uma indução no desenvolvimento dos ovários 

nas larvas que recebem uma quantidade extra de alimento, principalmente nas 

espécies com determinação de castas trófica (Cruz-Landim, 2000). 

A determinação de castas nos Apidae pode ser de origem trófica ou 

trofogenética. As diferenças entre as castas decorrentes das diferenças alimentares, 

ou seja, na quantidade ou na qualidade do alimento ingerido ou ambas é conhecida 

como determinação trófica (Camargo, 1972; Campos, 1975; Campos & Coelho, 

1993; Buschini & Campos, 1995). 

Na determinação trofogenética, os ovos que originam operárias e rainhas 

trazem informações genéticas diferentes, e sua expressão é influenciada pela 

quantidade de alimento ingerida pela larva. Em espécies do gênero Melipona, onde 

as células de cria são todas do mesmo tipo e volume, sem a ocorrência de células 

reais, a determinação ocorre desta maneira. Isto se deve ao fato de que a 

determinação de castas em Melipona ocorre através de uma interação genética e 

ambiental, e a quantidade de alimento necessária à produção de rainha difere muito 

pouco daquela em que se produz operárias (Kerr, 1950; Kerr et al., 1966; Camargo, 

1973). As rainhas resultam de larvas duplo heterozigotas, adequadamente 

alimentadas, ao passo que as operárias resultam de larvas homozigotas ou 

heterozigotas subalimentadas (Kerr, 1973). 

O sistema reprodutor feminino das abelhas é constituído por um par de 

ovários conectados por dois ovidutos laterais e estes a um oviduto comum, e uma 

espermateca (Snodgrass, 1956). 

Os ovários dos insetos são formados por várias unidades funcionais 

denominadas ovaríolos, sendo que o número destes por ovário varia em relação ao 

tamanho e estilo de vida, bem como sua posição taxonômica (Snodgrass, 1935, 

1956; Chapman, 1998). 
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Os ovaríolos são divididos em duas categorias: panoístico, quando não 

existem células nutridoras; e meroístico, quando células nutridoras ou trofócitos 

estão presentes (Snodgrass, 1935). Ovaríolos meroísticos podem ainda ser 

divididos em dois grupos: telotrófico, quando as células nutridoras permanecem no 

germário, e politrófico, quando as células nutridoras estão associadas a cada 

ovócito (Snodgrass, 1956; Chapman, 1998). 

Os Hymenoptera juntamente com outros insetos holometábolos apresentam 

ovaríolos meroísticos politróficos. A maioria das espécies dos gêneros Coleoptera e 

Siphonatera, apesar de serem holometábolos, não apresentam ovaríolos 

meroísticos politróficos. 

Basicamente, os ovaríolos funcionais podem ser divididos nas seguintes 

porções: filamento terminal, formado pelas membranas peritoneais e por tecido 

conectivo, oriundo de cada porção distal dos ovaríolos; germário, porção do ovaríolo 

onde se encontram as células primordiais ou ovogônias e onde se inicia a 

diferenciação entre as células trofocitárias e ovócito; e vitelário, porção do ovaríolo 

relativamente extensa, cujo tamanho depende da atividade da produção de ovócitos 

e que se caracteriza pela presença de folículos formados pela câmara trofocitária e 

câmara ovocítica recobertas por células foliculares, sendo que nesta região ocorre o 

amadurecimento do óvocito, deposição de vitelo (vitelogênese) e formação do cório 

ou casca (coriogênese) (Snodgrass 1956; Zacaro, 1996; Chapman, 1998). 

Existe variação entre o número de ovaríolos nas abelhas. Durante a 

evolução das abelhas sociais, essa diferença surgiu entre as castas, rainhas e 

operárias. Em A. mellifera, rainhas possuem mais de 100 ovaríolos por ovário (Cruz-

Landim et al., 1998). Snodgrass (1956) relatou 160 a 180 ovaríolos em cada ovário 

de A. mellifera, enquanto o número de ovaríolos em operárias raramente alcança o 

número de 20. Não somente o número de ovaríolos é maior em rainhas, como 

também seu comprimento em relação aos das operárias. Além disso, são 

funcionais, enquanto nas operárias eles estão inativos na presença da rainha (Cruz-

Landim et al., 1998). 

Enquanto em A. mellifera o sucesso reprodutivo é alcançado através do 

aumento do número e comprimento dos ovaríolos (Morini & Bueno, 1995), em 

Meliponini ele é alcançado principalmente, pelo maior comprimento dos ovários, 

pois estas abelhas apresentam diferenças no desenvolvimento dos ovários entre 

rainhas e operárias, mas a diferença numérica dos ovaríolos não é grande. A 
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diferença está mais relacionada com o comprimento dos ovaríolos do que com o 

seu número (Cruz-Landim et al., 1998).  

Melipona quadrifasciata anthidioides apresenta quatro ovaríolos por ovário, 

tanto em operárias quanto em rainhas. A diferença encontrada foi somente no maior 

comprimento dos ovaríolos das rainhas (Cruz-landim et al., 1998; Martins & Serrão, 

2004). 

A espermateca, órgão de origem ectodérmica, consiste de uma bolsa 

formada por um epitélio de camada única de células associada a um ducto 

muscular. Este órgão é responsável por armazenar espermatozóides do tempo em 

que a fêmea foi inseminada até os ovócitos serem fertilizados. Associada à 

espermateca existe um par de glândulas (Snodgrass, 1956). Em Apis mellifera, 

essas glândulas são constituídas de dois túbulos que se unem e desembocam no 

ducto que liga a espermateca à vagina (Dallai, 1975).Sua secreção pode estar 

envolvida na ativação ou nutrição dos espematozóides (Flanders, 1939; Snodgrass, 

1933) ou servir simplesmente para lubrificar o ducto da espermateca (Van Wick, 

1952). 

Dada a importância ecológica, econômica e do risco de extinção que os 

Meliponini vem sofrendo, a biologia reprodutiva desse grupo tem sido investigada. 

Em Melipona quadrifasciata, a biologia reprodutiva foi investigada por vários autores 

(Camargo, 1976; Kerr & Krause, 1950; Kerr et al., 1962; Silva et al., 1972; Melo et 

al., 2001; Martins & Serrão, 2004). 

Em uma colméia de M. quadrifasciata anthidioides onde existe rainha 

fisogástrica, todas as rainhas que nascem são mortas pelas operárias, enquanto 

que em uma colméia órfã, uma rainha sobrevive e realiza o vôo nupcial e as demais 

são mortas (Silva et al., 1972). Para acontecer a cópula, os machos devem atingir o 

estado de maturidade sexual, que para esta espécie ocorre a partir dos nove dias de 

idade, quando os espermatozóides já migraram para a vesícula seminal. Nas 

rainhas, a idade ideal para o acasalamento está em torno de dois a seis dias de 

idade (CAMARGO, 1976). 

A cópula em M. quadrifasciata anthidioides ocorre de forma semelhante à de 

A. mellifera, onde o macho fica sobre a rainha (Herrod-Hempsall, 1937; Gary, 1963). 

Com as patas posteriores o macho prende suas garras no VII tergo abdominal da 

rainha, puxa-o para cima e introduz a cápsula genital na câmara genital da rainha. 

Em seguida, o macho se locomove para frente e deixa toda a cápsula genital 
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juntamente com as vesículas seminais na câmara genital da fêmea (Camargo, 

1976). 

Após o vôo nupcial, as rainhas de M. quadrifasciata anthidioides retornam 

com a genitália masculina em sua câmara genital (Kerr & Krause, 1950), e estas só 

copulam com um único macho (Kerr et al., 1962; Kerr, 1973). 

Após a cópula, os ovaríolos das rainhas de M. quadrifasciata anthidioides 

são ativados e o processo de ovogênese é concluído. Alterações na espermateca 

também são observadas, sendo que o epitélio da parede apresenta-se mais 

espesso em rainhas copuladas do que em rainhas virgens. Entretanto, os ovaríolos 

das rainhas virgens não completam o processo de ovogênese, sendo interrompido 

antes do inicio do processo da vitelogênese (Martins & Serrão, 2004). 

O atraso na cópula provoca alterações nos ovaríolos de M. quadrifasciata 

anthidioides, quando rainhas virgens com quinze dias de idade começam a 

apresentar reabsorção de ovócitos e células nutridoras (Martins & Serrão, 2004). 

Entretanto não há dados sobre se essa reabsorção dos folículos pode causar 

esterilidade em rainhas com mais de 15 dias de idade. Desta maneira, este trabalho 

avaliou modificações nos ovários e espermatecas de rainhas virgens com até 30 

dias de idade para testar a hipótese de que a ausência de cópula pode causar 

esterilidade nestas rainhas. 
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3.1 - Influência da cópula na fertilidade de rainhas de Melipona 
quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera: Apidae) 

 

Resumo. O efeito do atraso na cópula na fertilidade das rainhas de Melipona 

quadrifasciata anthioides foi investigado. Rainhas virgens com 15, 20, 25 e 30 dias 

de idade foram dissecadas para verificar se o atraso na cópula induz de 

degeneração em seus ovários. Para verificar se a degeneração provocaria 

esterilidade permanente, rainhas virgens com as mesmas idades (15, 20, 25 e 30 

dias) foram copuladas e acompanhadas por, no mínimo 14 dias para verificar se 

houve fisogastria e, posteriormente foram dissecadas. Os ovários foram analisados 

através da histologia, testes histoquímicos e TUNEL para verificar morte celular 

programada. Os resultados indicam que a ausência de cópula interrompe a 

ovogênese impedindo que a vitelogênese ocorra. A ausência de cópula promove 

degeneração ovariana e essa é amplificada conforme o avanço da idade. 

Entretanto, mesmo ocorrendo degeneração nos ovaríolos, rainhas virgens com até 

25 dias de idade, após cópula, apresentam ativação dos mesmos normalmente. 

Palavras-chave: Degeneração ovariana; rainha virgem; cópula; reabsorção de 

ovócitos. 

 

Abstract. The effect of mating delay on the ovary structure of virgin queens of 

Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera: Apidae) was investigated. Virgin 

queens 15, 20, 25 and 30 days old were dissected to analyze their degree of ovary 

degeneration. To verify whether the degeneration would cause permanent sterility, 

virgin queens of the same ages (15, 20, 25 and 30 days) were mated and 

accompanied for at least 14 days to verify whether there was physogastry and then 

dissected. The ovaries were analyzed by histology, histochemical tests and TUNEL 

to verify programmed cell death. The results showed that mating delay interrupted 

oogenesis preventing vitellogenesis. Mating delay results in ovary degeneration 

which increased with queen age. However, even when there was ovariole 

degeneration, 25-day-old virgin queens after mating presented normal ovariole 

activation. 

 
Keywords:  Ovary degeneration; Virgin queen; Mating; Oosorption 
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Introdução 
 

As abelhas apresentam ovaríolos do tipo meroístico politrófico (Snodgrass, 

1935; Chapman 1988, Büning, 1994). Assim, a ovogênese nas abelhas, como em 

outros insetos com ovaríolos meroísticos politróficos, pode ser dividida em várias 

fases. A primeira fase é caracterizada pelo início de proliferação da ovogônia B ou 

citoblasto até atingir o número de células típico para os cistos de cada espécie. 

Posteriormente, ocorre a diferenciação do ovócito dos demais cistócitos, onde o 

mesmo apresenta-se maior. Na próxima fase os folículos já apresentam uma certa 

organização com divisão de câmaras ovocíticas e trofocitárias delimitadas por 

células foliculares. Na seqüência ocorre o crescimento do ovócito e a poliploidização 

das células nutridoras. Nesta fase, o crescimento do ovócito dá-se exclusivamente 

através de material transferido pelas células nutridoras (Ries, 1932; Büning, 1994; 

Zacaro, 1999; Simiczyjew, 2003; Cruz-Landim, 2004). 

O início de deposição de vitelo no ovócito caracteriza a vitelogênese. Essa 

deposição ocorre inicialmente na periferia sob a forma de pequenos grânulos 

basófilos. A transferência do material da hemolinfa para o ovócito pode ocorrer por 

espaços intercelulares ou por via transcelular nas células foliculares (Fleig, 1995). 

Segundo Fill (1978), Chapman (1998) e Fleig (1995) as células foliculares também 

podem contribuir para produção do vitelo.  

A deposição de vitelo avança e grânulos de vitelo de vários tamanhos 

começam a ocupar praticamente todo o citoplasma do ovócito. A membrana vitelina 

também é produzida nessa fase e a mesma não impede a deposição de vitelo. A 

última fase é caracterizada pelo desaparecimento da câmara nutridora ou 

trofocitária e pela síntese do córion (Ries, 1932; Chapman, 1998; Zacaro, 1999; 

Cruz-Landim, 2004). 

A cópula é um dos principais estímulos para o processo de ovogênese sendo 

o fator responsável pelo início de maturação dos ovos nos insetos (Davis, 1964; 

Watson, 1964; Engelmann, 1970; Wheeler, 1996). 

 O acasalamento pode desencadear a ativação da vitelogênese nos insetos 

tanto quimicamente pelas substâncias introduzidas juntamente com o sêmen (Chen 

et al., 1988; Coleman et al., 1995; Wolfner, M.F. 1997), quanto por estímulos nas 

terminações nervosas do trato genital (Bell & Bohm, 1975; Melo et al., 2001), onde 
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este estímulo poderia induzir a produção de hormônio juvenil pelos corpora allata e 

conseqüentemente o início da vitelogênese (Wheeler, 1996). 

 A ativação da vitelogênese é um processo que não está totalmente 

esclarecido, apesar da influência hormonal, em condições normais, ser fato 

incontestável, pois o hormônio juvenil e os ecdisteróides têm efeito sobre a 

vitelogênese (Bownes, 1989; Hartfelder et al., 2002). 

Como a cópula acelera o processo de ovogênese nas abelhas, sua ausência 

pode provocar várias modificações no trato reprodutivo do inseto, dentre elas a 

reabsorção de ovócitos (Bell & Bohn, 1975), de células nutridoras e foliculares 

(Patrício & Cruz-Landim, 2002; Martins & Serrão, 2004). 

Rainhas virgens de Apis mellifera com 12-16 dias de idade apresentaram os 

ovaríolos desestruturados (Patrício & Cruz-Landim, 2002). Entretanto, rainhas não 

acasaladas com 30 dias de idade podem ser fecundadas e produzirem ovos 

normalmente (Chaud Netto & Stort, 1980). 

Segundo Martins & Serrão (2004), a ausência da cópula afeta drasticamente 

os ovários de Melipona quadrifasciata anthidioides, mas permanece desconhecido 

se esta degeneração causa esterilidade permanente. Diante a esta dúvida, este 

trabalho teve por objetivo acompanhar a desorganização ovariana em rainhas 

virgens de M. quadrifasciata anthidioides e verificar se esta desorganização impede 

que a ovogênese se complete nas mesmas após cópula. 

 

Material e Métodos 
 

Rainhas e operárias de Melipona quadrifasciata anthidioides foram obtidas 

de colônias do Apiário Central da Universidade Federal de Viçosa, Minas Gerais, 

Brasil. As rainhas foram obtidas de favos de cria removidos das colônias, mantidos 

a 29 ± 1ºC, em estufa B.O.D., e observados diariamente para detecção de rainhas 

recém-emergidas. As rainhas recém-emergidas foram separadas em placas de Petri 

(12 cm) contendo dez operárias e recebendo pólen e mel nos cinco primeiros dias 

de vida adulta. Cinco dias após a emergência, as rainhas foram transferidas para 

caixas de madeira (15 x 7,5 x 15 cm) cobertas com vidro, recebendo pólen, mel ad 

lib. e cerume. Diariamente, operárias nutridoras foram acrescentadas nas caixas.  
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Os machos foram obtidos através da separação dos recém-emergidos e sua 

criação até atingir a idade para a reprodução (cerca de 12 dias de idade segundo 

Camargo, 1976) ou coletados na natureza. 

 Para acompanhar a degeneração ovariana, um total de quinze rainhas foi 

estudado, sendo três rainhas para cada idade. Rainhas recém emergidas e rainhas 

virgens com 15, 20, 25 e 30 dias de idades foram dissecadas para retirada e análise 

dos seus ovários.  

Para verificar como a ausência de cópula influenciaria na fertilidade das 

rainhas, um total de oito rainhas foi estudado, sendo duas rainhas virgens de cada 

idade (15, 20, 25 e 30 dias). Estas foram retiradas das caixas e colocadas na 

presença de machos em uma placa de Petri (12 cm) para a cópula. Após a cópula, 

houve a reintrodução das rainhas nas caixas e observação das mesmas por um 

período de, no mínimo, quatorze dias para verificar a ocorrência de fisogastria 

seguindo-se dissecação dos ovários. 

 O trato reprodutivo das rainhas foi dissecado em solução salina para insetos 

e fixado em solução de Zamboni (Stefanini, 1967), posteriormente,  desidratado em 

uma série crescente de concentração alcoólica, embebido em historesina Leica JB4, 

seccionados em cortes de 5 μm de espessura e corado com hematoxilina e eosina. 

 Algumas secções foram submetidas aos testes histoquímicos de PAS para 

evidenciação de polissacarídeos e glico-conjugados neutros e ao teste de Mercúrio-

bromofenol para evidenciação de proteínas (Pearse, 1985). 

 Para verificar o processo de morte celular programada o trato reprodutivo de 

rainhas nas idades citadas anteriormente, fixados em Zamboni, foram desidratados 

em série alcoólica crescente, embebido em parafina, seccionado à 7μm de 

espessura e submetido ao teste de TUNEL (Roche) segundo instruções do 

fabricante. 

 O controle negativo foi realizado pela omissão da solução enzimática 

associada à solução marcadora e o controle positivo com o material submetido a 

DNase em tampão Tris-HCl por 10 minutos a 15-25º C antes do procedimento. 

 Após os testes, as lâminas foram cobertas com lamínulas, observadas ao 

microscópio de luz e fotografadas com câmera digital Nikon Coolpix 4500. 
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Resultados 
 
 Os ovaríolos de rainhas recém-emergidas são longos e apresentam 

diferenciação entre germário e vitelário. Porém, os folículos apresentam-se no 

estado pré-vitelogênico e as células tanto do germário quanto do vitelário não 

apresentam indícios de morte (figura 1). 

Alterações morfológicas são observadas em rainhas com 15 dias de idade. 

Nestas, os ovaríolos apresentam alterações na região do vitelário, com os ovócitos 

apresentando grandes vacúolos (figura 2). Células nutridoras apresentam 

morfologia atípica com grandes vacúolos em seu citoplasma e núcleos picnóticos 

(figura 3). Mesmo com sinais de degeneração, a estrutura geral do ovaríolo 

permanece mantida, com células foliculares pavimentosas circundando a câmara 

trofocitária e células foliculares cúbicas ou colunares circundando a câmara 

ovocítica. A região do germário não apresenta sinais de degeneração (figura 4). 

 Nos ovários das rainhas virgens com 20 dias de idade, o vitelário demonstra 

avançado estágio de degeneração. Nessa região, a túnica própria apresenta-se 

espessa (figura 5). Diferente do que acontece em rainhas com 15 dias de idade, a 

desorganização no germário já é identificada iniciando-se, aparentemente, na 

periferia do mesmo (figura 6). Essa desorganização é caracterizada pela presença 

de material amorfo na periferia. A partir de 20 dias de idade, as células foliculares da 

câmara trofocitária não são identificadas com facilidade. 

 Em rainhas virgens com 25 dias de idade, a degeneração do ovário 

apresenta-se em estágio mais avançado. Várias células nutridoras exibem núcleos 

picnóticos (figura 7). No germário, regiões com material amorfo na periferia do 

mesmo são encontradas associadas às células indiferenciadas (figura 8). 

 Nas rainhas virgens com 30 dias de idade o vitelário quase não é 

identificado. Nesse estágio, os ovaríolos constituem-se predominantemente de 

regiões de germário envolvida por uma túnica própria espessa, membrana 

peritoneal e ramificações traqueais (figura 9). 

 Em todas as rainhas analisadas, células foliculares e nutridoras 

apresentaram-se positivas ao teste de TUNEL (figuras 10 e 11) e também não foi 

verificado o processo de vitelogênese. 

 Folículos atrésicos são encontrados em rainhas a partir de 15 dias de idade. 

Estes são caracterizados por grande quantidade de células foliculares envolvidos 
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por uma espessa túnica própria. Em rainhas de 30 dias de idade, a quantidade de 

células foliculares é reduzida (figura 12). 

 Análises das secções submetidas ao teste de mercúrio-bromofenol 

demonstraram reações positivas na túnica própria (figura 13) e células musculares 

da membrana peritoneal (figura 14). A túnica própria apresentou espessura variável 

dependendo da fase que o ovário se encontrava, sendo espessa em regiões onde 

está ocorrendo reabsorção celular e delgada em regiões não afetadas.  

Nas secções submetidas ao teste de PAS foi possível identificar positividade 

na região do germário em rainhas virgens com até 25 dias de idade (figura 15), e em 

regiões do vitelário com estágio avançado de reabsorção ovocítica e túnica própria 

(figura 16). 

Rainhas mantidas virgens com 15, 20 e 25 dias de idade apresentaram 

fisogastria após a cópula. Nestas, as células nutridoras apresentam forma irregular 

com núcleos grandes e cromatina descondensada indicando alta atividade sintética 

(figura 17). Células foliculares apresentam morfologia típica, sendo pavimentosas na 

câmara trofocitária e cúbicas ou colunares na câmara ovocítica (figura 18). Grânulos 

de vitelo (figura 19) são identificados nos ovócitos pelo teste de mercúrio-

bromofenol, indicando que o processo de vitelogênese está ocorrendo. Pequenos 

grânulos de vitelo localizam-se nas proximidades das células foliculares e grânulos 

maiores são vistos nas regiões centrais do ovócito. 

A túnica própria, germário, células nutridoras e ovócitos são PAS-positivos 

(figuras 20, 21, 17 e 22). 

 Rainhas mantidas virgens por 30 dias realizaram cópula, contudo, não houve 

ativação ovariana e poucos dias após a cópula, estas morreram.  

 

Discussão 
 
 O crescimento dos ovócitos nos insetos depende de fatores nutricionais, 

hormonais, cópula e idade (Telfer, 1965; Engelmann, 1970; Bell & Bohm, 1975; 

Wheeler, 1996), mas a oviposição requer desenvolvimento do ovário e cópula 

(Hatakoshi, 1992). 

 Os resultados obtidos neste trabalho demonstraram que o atraso de cópula 

em M. quadrifasciata anthidioides provoca uma desorganização nos ovaríolos. 

Rainhas virgens a partir de 15 dias de idade apresentam células com indícios de 
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morte, caracterizadas por citoplasma vacuolizado e núcleos picnóticos, uma vez que 

em rainhas virgens mais novas estas características não estão presentes (Martins & 

Serrão, 2004). Em M. quadrifasciata anthidioides, a ovogênese é interrompida, não 

ocorrendo o processo de vitelogênese, confirmando os resultados de Martins & 

Serrão (2004).  

 A idade associada ao atraso da cópula agrava ainda mais o processo de 

degeneração ovariolar. Em ovaríolos de rainhas virgens com 30 dias de idade, 

regiões de vitelário são praticamente inexistentes devido ao processo avançado de 

degeneração do ovaríolo. A idade juntamente com a atraso de cópula na 

degeneração dos ovaríolos também foi verificada em rainhas de Apis mellifera 

(Patrício & Cruz-Landim, 2002).  

Apesar da cópula não estar relacionada ao desenvolvimento dos ovários nas 

operárias, seus ovários regridem com o envelhecimento (Cruz-Landim & Silva de 

Moraes, 2000; Santos & Cruz-Landim, 2002). 

 Além da morte celular das células nutridoras, os fatores ausência de cópula 

e idade provocam reabsorção de ovócitos. Rainhas com 15 dias de virgindade 

apresentam sinais de reabsorção de ovócitos (Martins & Serrão, 2004) e quanto 

mais velhas, mais intensa é a reabsorção, sendo que em rainhas com 30 dias de 

idade nenhum ovócito foi encontrado. A absorção de ovócitos é uma estratégia 

reprodutiva pela qual os ovócitos degeneram para conservar energia em resposta a 

fatores comportamentais, ecológicos ou fisiológicos através da interrupção da 

deposição de vitelo (Bell & Bohm, 1975). A maior causa da absorção de ovócitos é a 

deficiência nutricional, mas outros fatores tais como sazonais, ligados ao 

parasitismo, idade, pressão social (dominância reprodutiva de um outro indivíduo) e 

ausência de cópula estão intimamente relacionados a este processo (Bell & Bohm, 

1975). A reabsorção de ovócitos pode ocorrer em qualquer estágio de ovogênese e 

durante a atresia folicular o epitélio folicular permanece intacto (Huebner, 1981). 

Nossos resultados demonstram que regiões de atresia folicular avançada são 

caracterizadas por um grande número de células foliculares envolvidas por uma 

espessa túnica própria, sendo que aparentemente o número de células foliculares 

decresce em rainhas mais velhas.  

A reabsorção de ovócitos em rainhas virgens de M. quadrifascita anthidioides 

ocorreu antes do início do processo de vitelogênse. Isso confirma a importância da 

cópula como estímulo para o início da maturação dos ovócitos nessa espécie como 
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observado em outros insetos (Davis, 1964; Watson, 1964; Engelmann, 1970; 

Wheeler, 1996). 

A túnica própria é uma lâmina basal elástica com função de suporte para os 

ovaríolos mantendo a forma do mesmo e barreira física seletiva para 

macromoléculas atuando no acesso de hormônios durante o período pré-

vitelogênico (Chapman, 1998; Bunning,1994). Ela pode variar no seu aspecto e 

espessura conforme a fase que se encontra o ovário, sendo mais espessa em 

estágios iniciais da ovogênese e delgada em estágios finais (Chapman, 1988). Em 

rainhas velhas de Apis mellifera, locais de desagregação celular do filamento 

terminal apresentam a túnica própria bem espessa (Cruz-Landim, 2004) de maneira 

similar ao encontrado em M. quadrifasciata anthidioides, onde regiões em 

degeneração apresentaram a túnica espessada, enquanto locais aparentemente 

normais apresentam a túnica delgada. Como a vitelogênese é inibida em rainhas 

virgens, a espessura da túnica tende a aumentar devido a sua retração por causa 

da reabsorção folicular e conseqüentemente à redução do volume do ovaríolo.  

Segundo Neves et al. (2003), sinais de espessamento da membrana basal 

também foram encontrados na transição de larva para pupa no intestino de M. 

quadrifasciata anthidioides, onde o epitélio intestinal larval é perdido e 

posteriormente substituído por outro com origem das células regenerativas. Com a 

perda do epitélio larval, o volume do intestino é reduzido e conseqüentemente há 

uma retração da membrana basal formando dobras (Neves et al., 2003). O 

espessamento da túnica própria nos ovários de M. quadrifasciata deve ocorrer da 

mesma forma que ocorre a retração da membrana basal do intestino com a 

formação de dobras na parede do ovaríolo. 

Operárias de algumas espécies de abelhas apresentam plasticidade dos 

ovários. Em Apis mellifera, morte celular é encontrada nos ovaríolos de operárias a 

partir do 3º instar larval (Reginato & Cruz-Landim, 2001) e essas têm, quando 

adultas, a ativação dos seus ovários suprimida pelos feromônios da rainha (Groot & 

Voogd, 1954; Winston & Slessor, 1992).  Entretanto, algumas operárias podem 

ovipositar mesmo na presença da rainha, mas numa freqüência muito baixa (Page & 

Erickson, 1988; Visscher, 1989). Na ausência da rainha, as operárias podem ter 

seus ovários ativados e ovipositar um considerável número de ovos não fertilizados 

(Groot & Voogd, 1954). 
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Nos meliponíneos, mesmo ocorrendo morte celular nos ovaríolos das 

operárias, estes podem se desenvolver e a postura ocorrer na presença da rainha, 

mas algumas espécies (Frieseomelitta varia, Frieseomelitta silvestri e Duckeola 

ghiliani) nunca desenvolvem seus ovários (Sakagami et al., 1963; Sakagami & 

Zucchi, 1968). Boleli et al. (1999) demonstraram que em Frieseomellita varia, a 

morte celular nos ovaríolos causa esterilidade permanente. 

Rainhas virgens não produzem ovos, enquanto as operárias conseguem 

ovipositar, mesmo não efetuando a cópula. Vários estudos têm mostrado a 

influência hormonal com relação à diferenciação de castas nos Apini e Meliponini 

(Campos et al., 1975; Campos, 1978, 1979; Buschini & Campos, 1994; Rembold et 

al., 1974). Não somente a diferenciação está sob controle hormonal, mas também, o 

processo reprodutivo das castas, onde a síntese de vitelogenina deve ser ativada 

(Robinson et al., 1992; Hartfelder & Engels, 1998). Provavelmente, o estimulo da 

produção de hormônio, em rainhas, seja dependente de cópula, enquanto ativação 

da vitelogênese nas operárias dependente de uma dieta adequada (Bitondi & 

Paulino-Simões, 1996). 

Apesar de verificarmos que a degeneração nos ováriolos nas rainhas de 

M.quadrifasciata anthidioides progride conforme a idade, essa degeneração não 

provocou esterilidade permanente em rainhas de até 25 dias de idade, pois, a 

vitelogênese, que não ocorria em rainhas virgens, ocorreu de forma normal após a 

cópula das mesmas. 

Em rainhas de Apis mellifera, os ovaríolos entram em degeneração a partir 

de 12 dias de virgindade (Patrício & Cruz-Landim, 2002), porém, as rainhas com 30 

dias de virgindade podem ser fecundadas e entrar em postura normalmente (Chaud 

Netto & Stort, 1980). Esses resultados indicam que células indiferenciadas, tanto 

ovogônias quanto células pré-foliculares localizadas no germário podem 

permanecer nesses ovaríolos e a cópula ativar a vitelogênese nos mesmos, já que 

os estágios iniciais da ovogênese não é estímulo-dependente (Patrício & Cruz-

Landim, 2002; Tanaka & Hartfelder, 2004; Berger & Abdalla, 2005). 

O vitelo é constituído predominantemente por proteínas, mas lipídeos e 

glicogênio podem estar presentes, localizados entre os glóbulos protéicos (Cruz-

Landim & Cruz-Höfling, 1971). Tanto no citoplasma quanto no interior dos próprios 

grânulos pode ser encontrado glicogênio. Essa afirmação sustenta que a ativação 

dos ovaríolos de rainhas com 25 dias de idade após cópula ocorreu de forma 



 22

normal, pois, grande quantidade de proteínas foi verificada nos ovócitos através do 

teste de mercúrio-bromofenol e grânulos PAS positivos, provavelmente glicogênio, 

foram evidenciados. Outra característica do processo de vitelogênese é a presença 

de pequenos grânulos na periferia do ovócito e posterior acúmulo de grânulos de 

vários tamanhos por todo o ovócito (Cruz-Lanim & Cruz-Höfling, 1971; Cruz-Landim 

& Caetano, 1981; Fleig, 1995), o que foi observado nas rainhas fecundadas até 25 

dias de virgindade. 

Apesar da degeneração progredir de acordo com o tempo, nos ovaríolos das 

rainhas virgens de M. quadrifasciata anthidioides, essa degeneração causa 

esterilidade permanente em rainhas a partir de 30 dias de idade. 
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Fig. 1. Secção histológica do ovário da rainha recém-emergida no estágio pré-vitelogênico com 
distinção da câmara trofocitária (CT) e ovócito (Oo). Barra: 50μm. Fig. 2. Secção histológica do 
ovário de rainha virgem com 15 dias de idade em fase inicial de degeneração. O ovócito (Oo) e 
células nutridoras (CN) com grandes vacúolos (V). Barra: 20μm. Fig. 3. Secção histológica da 
câmara trofocitária (CT) com células nutridoras, apresentando núcleos picnóticos (Pic) em ovário de 
rainha virgem com 15 dias de idade. Barra: 20μm. Fig. 4. Secção histológica do ovário da rainha 
virgem com 15 dias de idade, mostrando a região do germário, com células em diferenciação sem 
sinais de morte. Barra: 20μm. Nu, núcleo; Oo, ovócito; CN, células nutridoras; Cpf, células pré-
foliculares e TP, túnica própria. 
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Fig. 5. Secção histológica do ovário, mostrando um folículo em estágio avançado de degeneração em 
rainha virgem com 20 dias de idade. Barra: 50μm. Fig. 6. Secção histológica do ovário, mostrando o 
germário (Gm) com indícios de degeneração em sua periferia (estrela) em rainha virgem com 20 dias 
de idade. Barra: 20μm. Fig. 7. Secção histológica do ovário, mostrando a câmara trofocitária (CT) 
com células nutridoras apresentando núcleos (Nu) picnóticos. Barra: 20µm. Fig. 8. Secção 
histológica do ovário, mostrando o germário (Gm) em rainha virgem com 25 dias de idade em 
degeneração apresentando material amorfo (estrela) associado às células indiferenciadas. Barra: 
20µm. CO, câmara ovocítica; CF, células foliculares; TP, túnica própria; e MP, membrana peritoneal. 
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Fig. 9. Follicle (Fol) in 30-day old virgin queen involved for thick peritoneal sheath 
(Mp). Barra: 50 μm. Fig. 10-11. Ovaries in virgin queen undergo to test programmed 
cell death (TUNEL) with nurse cell (CN) and follicular cells (CF) with positives 
nucleus (Nu). Barra: 50μm and 20μm. Fig. 12. Atresic follicles (FA) in 30-day old 
virgin queen with few follicular cells. Bar: 20 μm 

Fig. 9. Ovário de rainha virgem com 30 dias de idade: secção histológica mostrando três folículos 
(Fol) envolvidos por uma espessa membrana peritoneal (Mp). Barra: 50μm. Fig. 10-11. Secção 
histológica dos ovários de rainhas virgens com 30 dias de idade, submetidos ao teste de morte celular 
programada (TUNEL) com células nutridoras (CN) e foliculares (CF) com núcleos (Nu) positivos. 
Barra: 50μm e 20μm. Fig. 12. Secção histológica dos ovários, mostrando folículos atrésicos (FA) em 
rainha virgem com 30 dias de idade, contendo poucas células foliculares. Barra: 20μm. 
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Fig. 13. Secção histológica do ovário, com túnica própria (TP) positiva ao teste de mercúrio-
bromofenol, germário (Gm) e membrana peritoneal (MP). Barra: 10µm. Fig. 14. Secção histológica 
do ovário submetido ao teste de mercúrio-bromofenol mostrando a membrana peritoneal (MP) com 
células musculares positivas (setas). Barra: 20µm. Fig. 15. Secção histológica do ovário, mostrando o 
germário (Gm) positivo ao teste de PAS em rainha virgem com 25 dias de idade. Barra: 20µm. Fig. 
16. Secção histológica do ovário, mostrando a câmara ovocítica (CO) positiva ao teste de PAS em 
rainha virgem com 25 dias de idade. Barra: 20µm. TP, túnica própria. 
 



 33

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 17. Secção histológica do ovário, mostrando a câmara trofocitária (CT) com células nutridoras 
com núcleos (Nu) volumosos com cromatina descondensada e citoplasma PAS positivo em rainha 
copulada com 25 dias de idade. Barra: 50μm. Fig. 18. Secção histológica do ovário, mostrando 
diferenças na morfologia das células foliculares (CF) da câmara ovocítica (CO) que são cúbicas e 
trofocitária (CT) que são pavimentosas. Barra: 20μm. Fig. 19. Secção histológica do ovário, 
mostrando a câmara ovocítica submetida ao teste de mercúrio-bromofenol, mostrando vários grânulos 
de vitelo positivos (setas) em rainha copulada com 25 dias de idade. Barra: 50μm. Fig. 20. Secção 
histológica do ovário, mostrando a câmara ovocítica (CO) e a câmara trofocitária (CT) submetida ao 
teste de PAS com túnica própria (Tp) positiva. Barra: 50μm. Oo, ovócito; CF, células foliculares. 
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Fig. 21. Secção histológica do ovário, mostrando a região do germário (Gm) positivo 
ao teste de PAS (setas) em rainha copulada com 25 dias de idade. Barra: 20μm. Fig. 
22. Secção histológica do ovário, mostrando o ovócito (Oo) positivo ao teste de PAS 
(setas) em rainha copulada com 25 dias de idade. Barra: 50μm. FC, células 
foliculares. 
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3.2 - Efeito da cópula no desenvolvimento da espermateca de rainhas 
de Melipona quadrifasciata anthidioides (Hymenoptera, Apidae) 

 

Resumo. O efeito da cópula no desenvolvimento da espermateca de rainhas de 

Melipona quadrifasciata anthidioides foi investigado. Rainhas virgens recém-

emergidas e com 15, 20, 30 dias de vida adulta e fisogástricas tiveram suas 

espermatecas dissecadas. As espermatecas foram analisadas por meio de técnicas 

histológicas e histoquímicas. Para testar se houve diferença no desenvolvimento da 

espermateca entre rainhas virgens com diferentes idades e entre rainhas virgens e 

fisogátricas, medidas da espessura do epitélio e volume da espermateca foram 

submetidas à análise de variância. Os resultados demonstram que não há diferenças 

significativas na espessura do epitélio da parede e no volume do receptáculo da 

espermateca nas rainhas virgens. Entretanto, rainhas fisogástricas apresentam 

espermatecas mais volumosas e epitélio mais espesso que as virgens. As glândulas 

da espermateca também são afetadas pela cópula, pois em rainhas recém-emergidas 

as glândulas são PAS positivas enquanto em rainhas virgens com 30 dias 

apresentam poucos polissacarídeos. Rainhas fisogástricas apresentaram as 

glândulas PAS positivas. O teste de mercúrio-bromofenol foi positivo no epitélio das 

espermatecas de rainhas virgens e fisogastricas. Nas glândulas, as rainhas 

fisogástricas apresentam grânulos contendo proteínas. 

Palavras-chave: Espermateca; cópula; rainha virgem 

 

Abstract: The effect of mating in the spermathecal development of the virgin queens 

in Melipona quadrifasciata anthidioides was investigated. Newly emerged virgin 

queens with 15, 20, 30 days old of adult life and physogastric queens had their 

spermathecae dissected. The spermathecae were analyzed by means of histology 

and histochemical tests. To verify differences in the espermathecal development 

among virgin queens with different ages and among virgin queens and physogastric 

ones, measurements of the epithelial thickness and spermathecal volume were carried 

out. The results showed that there are no significant differences in the spermathecal 

epithelium thickness and recepetacle volumen between virgin and physogastric 

queens. However, physogastric queens have spermathecae more voluminous and the 

epithelium thicker than virgin queens. The spermathecal glands are also affected by 

the mating delay, because in newly emerged queens the glands are PAS-positive 
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while virgin queens 30 days old show few polysaccharide. Spermatehcal glands of 

physogastric queens were PAS-positive. Virgin and physogastric queens have positive 

mercury-bromophenol spermathecal epithelium, while only physogastric ones have 

protein granules in the cell glands. 

Keywords: bees, mating, spermatheca, virgin queen 
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Introdução 
 
 O processo reprodutivo em abelhas sociais é longo. Durante todo este 

período, os espermatozóides precisam ser mantidos dentro das fêmeas. A 

manutenção da viabilidade dos espermatozóides é um aspecto crítico do sucesso 

reprodutivo das rainhas (Hitchcock, 1956). A espermateca, estrutura especializada 

encontrada no aparelho reprodutor das fêmeas exerce essa função (Snodgrass, 

1935, 1956). 

O desenvolvimento de um órgão especializado para a estocagem afastou a 

necessidade de acasalamento antes de cada oviposição e permitiu o uso dos 

espermatozóides armazenados de acordo com a necessidade, dispensando assim, 

da procura por subseqüentes acasalamentos pela fêmea e do risco de ser predada 

(Thornhill & Alcock, 1983). 

Em abelhas, a espermateca é uma bolsa esférica com a parede constituída 

por uma camada única de células altas com um revestimento cuticular na face 

luminal e, na sua face externa uma lâmina basal e extensa rede traqueolar, sendo 

conectada na transição do oviduto comum para a vagina por um ducto curto 

(Camargo & Mello, 1970; Dallai, 1975; Pabalan et al., 1996; Martins & Serrão, 2002). 

O epitélio da espermateca promove proteção para os espermatozóides e 

constitui uma barreira para que a viabilidade destes não seja afetada (Taber & Blum, 

1960). A espermateca apresenta também a função de controle de saída de 

espermatozóides, controle de pH do meio onde os espermatozóides se encontram e 

trocas gasosas (Snodgrass, 1956; Lensky & Schindler, 1967; Poole, 1970). Em 

rainhas recém-emergidas, ela não está totalmente desenvolvida e pode necessitar 

de maturação antes da cópula (Poole, 1970). 

  Associada à espermateca encontra-se um par de glândulas. Em Apis 

mellifera, essas glândulas são constituídas de dois túbulos que se unem e 

desembocam no ducto que liga a espermateca à vagina (Dallai, 1975). Em Melipona 

bicolor, as glândulas da espermateca são reduzidas e os ductos glandulares 

desembocam diretamente na espermateca (Cruz-Landim & Serrão, 2002). 

 A função das glândulas da espermateca ainda é discutida. Sua secreção 

pode estar envolvida na ativação ou nutrição dos espematozóides (Flanders, 1939; 

Snodgrass, 1933) ou servir simplesmente para lubrificar o ducto da espermateca 

(Van Wick, 1952). Em algumas espécies do gênero Bombus, além da secreção 



 38

produzida pelas glândulas da espermateca, polissacarídeos são secretado pelas 

células do ducto da espermateca como uma fonte de energia para os 

espermatozóides antes da fertilização dos ovócitos (Schoeters & Billen, 2000).  

 Segundo Fyg (1960), os espermatozóides permanecem na espermateca em 

um estado metabólico baixo. A não motilidade dos espermatozóides na 

espermateca se deve principalmente ao pH básico interno desta, à alta viscosidade 

do fluido espermático; à parcial desidratação dos espermatozóides (devido à 

hipertonicidade deste fluido); à presença de um inibidor da atividade dos 

espermatozóides e à deficiência de oxigênio dentro da espermateca, promovendo  

um  estado de latência das células espermáticas (Lensky & Schindler, 1967). Os 

espermatozóides permanecendo imóveis proporcionam um aumento de sua 

longevidade diminuindo o metabolismo e consumo de oxigênio, e diminuindo a 

secreção de resíduos de reações químicas no meio (Aidar, 1996).  

 Visto que a espermateca apresenta a função de armazenar e manter a 

viabilidade dos espermatozóides e que rainhas recém-emergidas não apresentam 

espermatecas totalmente desenvolvidas, esse trabalho tem por objetivo analisar se 

a cópula influencia no desenvolvimento da espermateca e na atividade das suas 

glândulas em rainhas de Melipona quadrifasciata anthidioides. 

 

 

Material e Métodos 
 

Rainhas e operárias de Melipona quadrifasciata anthidioides foram obtidas 

diretamente de colônias do Apiário Central da Universidade Federal de Viçosa, 

Minas Gerais, Brasil. As rainhas foram obtidas de favos de cria removidos das 

colônias, mantidos a 29 ± 1ºC, em estufa B.O.D., e observados diariamente para 

detecção de rainhas recém-emergidas. As rainhas recém-emergidas foram 

separadas em placas de Petri (12 cm) contendo dez operárias e recebendo pólen e 

mel nos cinco primeiros dias de vida adulta. Cinco dias após a emergência, as 

rainhas foram transferidas para caixas de madeira (15 x 7,5 x 15 cm) cobertas com 

vidro, recebendo pólen, mel ad lib. e cerume. Diariamente, operárias foram 

acrescentadas às caixas.  
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Para verificar se há alterações nas espermatecas e nas glândulas da 

espermateca, um total de doze rainhas foram estudadas, sendo três rainhas em 

cada uma das seguintes idades: recém-emergidas, 15, 20 e 30 dias. 

Para verificar se a cópula influencia a morfologia da espermateca das 

rainhas, rainhas fisogástricas também foram analisadas. 

O trato reprodutivo foi dissecado em solução salina para insetos e transferido 

para a solução fixadora de Zamboni (Stefanini, 1967), posteriormente, desidratado 

em série crescente de concentração alcoólica, embebido em historesina JB4, 

seccionados serialmente em cortes de 5 μm de espessura e corado com 

hematoxilina e eosina. 

 Algumas secções foram submetidas aos testes histoquímicos de PAS para 

evidenciar polissacarídeos e glico-conjugados neutros e ao teste de Mercúrio-

bromofenol para evidenciação de proteínas (Pearse, 1985). 

 Depois de coradas, as lâminas foram cobertas com lamínulas, observadas 

ao microscópio de luz e fotografadas com a câmera digital Nikon Coolpix 4500. 

 As secções seriadas foram utilizadas para determinar a espessura do epitélio 

e o volume do receptáculo das espermatecas pelo método de Cavalieri (Coggeshall, 

1992). As medidas foram feitas com o auxílio do software Image Pro Plus®, 4.0 

versão para Windows (Media Cyabernetics). Para testar se houve diferença no 

desenvolvimento da espermateca entre rainhas virgens com diferentes idades as 

medidas foram submetidas à análise de variância (ANOVA). O mesmo teste foi 

realizado para testar se há diferença no desenvolvimento da espermateca (eixo Y) 

entre rainhas virgens e copuladas (eixo X). O teste foi realizado com auxílio do 

aplicativo XLSTAT 2006 versão para Windows. 

 

Resultados 
 
 A espermateca das rainhas de M. quadrifasciata anthidioides é uma bolsa 

esférica ligada ao oviduto comum pelo ducto da espermateca (figura 1). Sua parede 

é constituída por um epitélio simples apresentando uma cutícula na face luminal e 

na face externa uma lâmina basal (figura 2). 

 Tanto em rainhas virgens quanto em fisogástricas, a parede da espermateca 

apresenta células colunares com núcleos centrais. Estas células apresentam 

citoplasma predominantemente basófilo com material disperso em forma de 
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filamentos na base e de forma homogênea no ápice em rainhas virgens e 

citoplasma homogêneo em rainhas fisogástricas (figura 3 e 4). 

Nas rainhas virgens, a parede da espermateca apresentou positividade ao 

teste de PAS somente na lâmina basal e cutícula. O mesmo aconteceu em rainhas 

fisogástricas, acrescido de uma leve positividade em seu citoplasma (figura 5). 

 O epitélio da espermateca apresentou regiões positivas ao mercúrio-

bromofenol. A região apical apresentou-se homogeneamente positiva em todas as 

rainhas analisadas, tanto virgens quanto fisogástricas, enquanto que na região 

basal, as reações positivas ao mercúrio-bromofenol foram escassas. No espaço 

subcuticular, as células apresentaram forte reação positiva para proteínas (figura 6). 

Núcleos volumosos com nucléolos evidentes foram identificados no epitélio da 

espermateca (figura 7). 

Em rainhas virgens não foram encontradas alterações significativas no 

volume da espermateca (F = 2,34; P > 0,05) e na espessura do epitélio (F = 2,42; P 

> 0,05). Tanto as células epiteliais da espermateca quanto das glândulas da 

espermateca não demonstraram características de morte ou de divisão celular. 

 Rainhas fisogástricas apresentam o receptáculo mais volumoso (64,36 x 106 

± 42 x 106 μm3) do que rainhas virgens (13,71 x 106 ± 6 x 106 μm3 ; F = 19,32; P < 

0,05; figura 8). A espessura do epitélio das rainhas copuladas (50,29 ± 4,46 μm) 

também foi maior do que em rainhas virgens (34,26 ± 6,1 μm ; ; p < 0,05;  figura 9).  

O ducto da espemateca é constituído por um epitélio simples de células 

achatadas revestidas por cutícula. Externamente, há uma camada muscular que se 

mostra bem desenvolvida na junção com o receptáculo da espemateca. 

As glândulas da espermateca são constituídas por duas camadas de células: 

uma interna não secretora recoberta pela cutícula na face luminal formando a íntima 

e uma camada externa secretora (figura 10). As células da camada secretora são 

esféricas, providas de um canal que as ligam a um poro na cutícula por onde a 

secreção é descarregada denominado canal coletor. A secreção da glândula é 

descarregada diretamente no receptáculo da espermateca. 

As glândulas da espermateca de rainhas virgens apresentaram-se 

positivas ao teste de PAS. Com o avançar da idade, a positividade foi reduzida, já 

que em rainhas virgens com 30 dias de idade poucos pontos positivos foram 

encontrados (figuras 11 e 12). O ducto da espermateca, quando submetido ao teste 

de PAS, demonstrou células musculares positivas em rainhas com até 15 dias de 
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idade. Quanto ao teste de mercúrio-bromofenol, tanto as glândulas da espermateca 

quanto o ducto da espermateca mostraram-se positivas em rainhas virgens. 

 As células glandulares e o ducto da espermateca de rainhas fisogástricas 

são positivas ao teste de PAS (figura 13). No teste para proteínas, as células 

glândulares apresentaram o citoplasma e grânulos fortemente positivos (figura14). 

 

Discussão 
 
 A espermateca de M. quadrifasciata anthidioides apresenta morfologia muito 

semelhante ao de outras espécies de abelhas (Camargo & Mello, 1970; Dallai, 

1975; Pabalan et al., 1996; Martins & Serrão, 2002).  

 A espessura do epitélio da parede da espermateca de A.mellifera pode variar 

de acordo com a idade, sendo cúbicas em rainhas virgens e colunares em rainhas 

velhas (fisogástricas), pois a espermateca de rainhas-recém emergidas não está 

completamente desenvolvida e pode requerer diferenciação e maturação antes da 

cópula, sendo que, o desenvolvimento da espermateca depende mais da idade do 

que da cópula (Poole, 1970). Por outro lado, nossos resultados mostram que em 

rainhas virgens de M. quadrifasciata anthidioides com diferentes idades não foram 

encontradas alterações significativas na espessura do epitélio da espermateca e no 

volume destas. Entretanto, rainhas fisogástricas apresentaram volume e espessura 

do epitélio maior que o das rainhas virgens, sugerindo que o desenvolvimento do 

epitélio da espermateca em M. quadrifasciata anthidioides é dependente, não 

somente da idade, mas também da cópula.  

O aumento do volume provavelmente ocorreu por causa da quantidade de 

espermatozóides armazenados na espermateca após cópula. 

 Na análise do epitélio da espermateca, tanto em rainhas virgens quanto em 

rainhas fisogástricas, não foram verificados sinais de morte nem de divisão celular. 

Poole (1970) não encontrou divisão celular no epitélio da espermateca de Apis 

mellifera, sendo, portanto o aumento do volume da espermateca nas rainhas 

decorrente do aumento do tamanho e não no número de células do epitélio, que é 

corroborado pela maior espessura do epitélio da espemateca em rainhas 

fisogástricas de M. quadrifasciata anthidioides. 

Tanto a cutícula quanto a lâmina basal são positivas ao teste de PAS em M. 

quadrifasciata anthidioides, semelhante ao reportado para A. mellifera (Poole, 
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1970). Os componentes primários da lâmina basal são proteínas fibrosas, colágeno, 

glicoproteínas e glicosaminoglicanas, sendo as duas últimas as responsáveis pela 

positividade ao teste de PAS. A quitina, constituinte característico da cutícula dos 

insetos é composta de resíduos de N-acetilglicosamina e outros componentes 

(Chapman, 1998; Pearse, 1985). 

 O epitélio da espermateca de rainhas virgens e fisogástricas de M. 

quadrifasciata anthidioides é positiva ao teste de mercúrio-bromofenol. Segundo 

Camargo & Mello (1970), o epitélio da espermateca desde o estágio pupal a adulto 

é positivo ao teste de proteínas em A. mellifera. 

As células epiteliais da espermateca secretam material para dentro do 

reservatório e poderia estar envolvida na troca de gases entre a espermateca e 

traquéias e na passagem de materiais da hemolinfa para a espermateca (Laidlaw, 

1944). Entretanto, Camargo & Mello (1970), Dallai (1975), Kressin (1996), sugerem 

que esse epitélio não está envolvido na produção de substâncias em rainhas de A. 

mellifera. Nas células do epitélio da espermateca, o retículo endoplasmático rugoso 

e o aparelho de Golgi são escassos, mas mitocôndrias são encontradas associadas 

a invaginações da membrana plasmática na sua região basal, indicando que está 

ocorrendo transporte de substâncias entre a hemolinfa e a luz da espermateca 

(Dallai, 1975; Kressin, 1996). Resultados semelhantes foram observados na 

espemateca de M. bicolor bicolor, sendo a nutrição dos espermatozóides feita por 

absorção de substâncias da hemolinfa com contribuição da secreção produzida pela 

glândula da espermateca (Cruz-Landim et.al., 2003). 

Nossos resultados mostram que o epitélio da espermateca apresenta 

núcleos com localização central, com cromatina descondensada e nucléolo evidente 

tanto em rainhas virgens quanto em fisogástricas, características de células com 

alta atividade de síntese. Tanto as rainhas virgens quanto as fisogástricas 

apresentam no ápice das células epiteliais da espermateca um material fortemente 

positivo ao mercúrio-bromofenol, sugerindo que estas células podem secretar este 

material para o reservatório da espermateca, ou a secreção vista seja a própria 

cutícula. 

As glândulas da espermateca de M. quadrifasciata anthidioides apresenta 

morfologia semelhante à encontrada em A. mellifera e M. bicolor bicolor (Dallai, 

1972; Cruz-Landim & Serrão, 2002). As glândulas possuem duas camadas de 

células com três tipos de células: as secretoras que apresentam um ducto coletor, 
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as células que formam o ducto eferente, e as células da íntima cuticular. Noirot & 

Quennedey (1991) classificaram as células glandulares dos insetos com essa 

morfologia como células glandulares do tipo III. No caso dessas glândulas, a íntima 

corresponderia à epiderme. 

Estudos histoquímicos demonstraram que a secreção que ocupa o lúmen da 

espermateca de fêmeas virgens é provavelmente o produto de secreção das 

glândulas constituído de glicoproteína ou glicosaminoglicanas (Davey & Webster, 

1967; Clements & Potter, 1967; Bhatnagar & Musgrave, 1971). Em rainhas de A. 

mellifera, a glândula da espermateca é PAS positiva (Camargo & Mello, 1970; 

Dallai, 1972). Nós encontramos resultados semelhantes nas glândulas da 

espermateca de rainhas de M. quadrifasciata anthidioides que apresentaram-se 

positivas ao teste de PAS. Entretanto, quando comparamos rainhas virgens com 

idades diferentes foi observado que a positividade ao teste de PAS foi reduzida. 

Rainhas virgens recém-emergidas apresentam alta positividade a esse teste que 

pode ser explicado pelo fato dos tecidos jovens apresentarem uma reserva 

energética para o desenvolvimento e início da sua atividade (Cruz-Landim & Serrão, 

2002).  

As glândulas da espermateca de rainhas fisogástricas de M. quadrifasciata 

anthidioides apresentam positividade ao teste de PAS como verificado em outros 

insetos, sugerindo que a ausência de positividade em rainhas virgens com 30 dias 

de idade é devido a ausência da cópula, a qual poderia induzir a produção de 

secreção pelas glândulas. 

Como as glândulas da espermateca desembocam diretamente no 

receptáculo da espemateca, como acontece em M. bicolor bicolor (Cruz-Landim & 

Serrão, 2002), acreditamos que essa glândula contribua com a nutrição dos 

espematozóides. 

As células do ducto da espermateca de rainhas de algumas espécies 

Bombus secreta polissacarídeos que podem nutrir os espermatozóides antes da 

fertilização. Nós verificamos que o ducto da espermateca foi PAS positivo em 

rainhas virgens com até 15 dias de idade. Em rainhas fisogástricas nas células 

musculares e não nas células que formam o ducto, sugerindo que o ducto da 

espermateca não tenha a função de nutrir os espermatozóides. 
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Os resultados aqui apresentados permitem inferir que a cópula é 

responsável pelo desenvolvimento da espermateca e atividade secretora das 

glândulas. 
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Fig. 1: Anatomia do aparelho reprodutor feminino de rainha de Melipona 
quadrifasciata anthidioides. Ovários constituídos por folículos conectados aos 
ovidutos laterais. A seta indica a espermateca ligada ao oviduto comum. Barra: 2mm 
 



 49

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2: Secção transversal da espermateca de rainhas de Melipona quadrifasciata anthidioides 
constituída por uma camada única de células (ep), um par de glândulas (Gl) e um ducto (D). R, 
receptáculo. Barra: 50μm. Fig. 3. Secção histológica da espermateca, mostrando o epitélio colunar da 
espermateca com células com citoplasma predominantemente basófilo (seta) de rainha virgem 
submetido à coloração convencional (H.E) demonstrando. Barra: 20μm. Fig. 4. Secção histológica da 
espermateca, mostrando o epitélio colunar da espermateca de rainha fisogástrica com citoplasma 
basófilo. Barra: 20μm. Fig. 5. Secção histológica da espermateca, mostrando o epitélio de rainha 
fisogástrica submetido ao teste de PAS com citoplasma, lâmina basal e cutícula positivos. Barra: 
20μm. Lb, lâmina basal; Cut, cutícula; Nu, núcleo. 
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Fig. 6. Secção histológica da espermateca, mostrando o epitélio de rainha fisogástrica submetida ao 
teste de mercúrio-bromofenol com células com citoplasma positivo, especialmente em seu ápice. Lb, 
lâmina basal; Nu, núcleo; Esc, espaço subcuticular. Barra: 20μm. Fig 7. Detalhe do epitélio da 
espermateca demonstrando os núcleos (Nu) e nuclélos evidentes (Ncl). Barra: 10μm. 
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Figura 8: Volume do receptáculo da espermateca em rainhas virgens e fisogástricas de 

Melipona quadrifasciata anthidioides. Letras diferentes sobre as barras indicam diferença 

pelo teste ANOVA (p < 0,05). 
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Figura 9: Espessura do epitélio da espermateca de rainhas virgens e copuladas de 

Melipona quadrifasciata anthidioides. Letras diferentes sobre as barras indicam diferença no 

teste ANOVA (p < 0,05).  
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Fig. 10. Secção histológica da glândula da espermateca de Melipona 
quadrifasciata anthidioides submetida à coloração convencional (H.E.) 
composta por duas camadas de células, uma externa constituída por células 
secretoras (Cs) e outra interna não secretora com dois tipos de células, as células 
da íntima cuticular (Cic) e as células que formam o ducto coletor (Dcl). Dgl, 
ducto da glândula da espermateca. Barra: 20μm 
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Fig. 11. Secção histológica da glândula da espermateca de rainha recém-emergida de Melipona 
quadrifasciata anthidioides com células secretoras (Cs) PAS-positivas.Barra: 20μm. Fig. 12. Secção 
histológica da glândula da espermateca de rainha virgem com 30 dias de idade PAS-negativa. Barra: 
20μm. Fig. 13. Secção histológica da espermateca, mostrando o ducto da espermateca PAS-positivo e 
glândula da espermateca com alguns pontos PAS-positivos em rainha fisogástrica. Barra: 30μm. Fig. 
14. Secção histológica da glândula da espermateca de rainha fisogástrica submetidas ao teste de 
mercúrio-bromofenol demonstrando grânulos contendo secreção (Gs). Barra: 15μm. Ep., epitélio; 
Cic, células da íntima cuticular; Gld, glândula da espermateca; Dgl, ducto da glândula da 
espermateca. 
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4 - Conclusão geral 
Como ocorre em outros insetos, a cópula em Melipona quadrifasciata 

anthidioides é responsável por estimular o início da maturação dos ovócitos. Os 

ovários destas permanecem em estado pré-vitelogênico até a cópula. 

Posteriormente à cópula, a vitelogênese é ativada e o ovócito pode continuar seu 

processo de maturação. Na ausência da cópula, os ovários exibem sinais de 

degeneração em rainhas com 15 dias de idade, mas estes permanecem viáveis se a 

rainha for copulada com até 25 dias de idade. 

A cópula também interfere no desenvolvimento da espermateca. Rainhas 

virgens não possuem espermatecas totalmente desenvolvidas, necessitando da 

cópula para que o desenvolvimento total ocorra. Em rainhas virgens a espermateca 

apresenta o epitélio com menor espessura e o receptáculo com menor volume do 

que rainhas fisogástricas. Como não foram verificadas divisões celulares, 

acreditamos que o aumento do volume da espermateca seja decorrente do aumento 

do tamanho e não do número de células do epitélio.  

As glândulas da espermateca também sofrem interferência da cópula. 

Grânulos contendo proteínas e polissacarídeos são identificados em rainhas 

fisogástricas, enquanto em rainhas virgens os grânulos protéicos não são 

identificados e os grânulos de polissacarídeos tornam-se escassos com o avançar 

da idade. 

 

 

 


